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(57) Abstract 

The invention relates to a multifunctional vitamin D derivative of formula (I) wherein; O represents the oxygen atom of an ether 
group; X represents a spacer group having a length of 0.8 to 4.2 nm, for example, an amino carboxylic acid radical, an amino undecanoic 
acid radical, or an amino polyether radical; Y represents hydrogen or hydroxy; A represents a tracer group such as biotin, digoxygenin or 
another vitamin D group which are bound by a protein having a higher affinity; R represents a hydrocarbon side-group of vitamin D or 
vitamin D metabolites. The invention also relates to a method for quantitatively determining a 25-hydroxy-vitamin D metabolite and a 
la,25-dihydroxy-vitamin D metabolite in a sample. 



(57) Zusammenfassung 

Multifunktionelles Vitamin-D-Derivat der Formel (I), worin ist: O das Sauerstoffatom einer Ethergruppe; X eine Abstandsgruppe von 
0,8 vis 4,2 nm Lange, bspw. ein Aminocarbonsaure-, Aminoundecansaure- oder Amtnopolyetherrest; Y Wasserstoff oder Hydroxy; A eine 
Tracer-Gruppe wie Biotin, Digoxigenin oder eine weitere Vitamin-D-Gruppe, die von einem Protein mit hoher Affiniiat gebunden werden; 
R eine Kohlenwasserstoff-Seitengruppe von Vitamin-D bzw. Vitamin-D-Metaboliten; sowie Verfahren zur quantitativen Bestimmung von 
25-Hydroxy- und lQ',25-Dihydroxy-Vitamin-D-Metabolit in einer Probe. 
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FUNKTIONELLE VITAMFN-D-DERIVATE UND VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG 
VON 25-HYDROXY- UND la,25-DIHYDROXY-VITAMrN-D 

5 Die Erfmdung betrifft Derivate von 25-Hydroxyvitamin-D, deren Herstellung sowie Ver- 

fahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D in Proben. 

Die D-Vitamine oder Calciferole entstehen aus ihren Provitaminen durch eine Sonnenlicht- 
katalysierte Spaltung des B-Rings im Sterangerust. Ihre wichtigsten Vertreter sind Vitaniin-Da 
(Cholecalciferol) und Vitamin-D2 (Ergocalciferol), welche sich nur in den Seitenketlen geringfugig 

10 unterscheiden, die aber - soweit bekannt - gleich metabolisiert werden und identische biologische 
Wirkungen besitzen. Wahrend Provitamin-D2 niit der Nahrung aufgenommen werden muss, kann 
das Provitamin-Ds im menschlichen Organismus gebildet werden. Soweit durch Indizes nicht naher 
bezeichnet, umfasst die Bezeichnung Vitamin-D nachstehend allgemein alle Vitamin-D-Formen. In 
der Haul gebildetes oder mit der Nahrung aufgenommenes Vitamin-D wird im Plasma vom 

15 Vitamin-D-Bindungs- oder -Transportprotein (DBP) gebunden, zur Leber transportiert und dort zu 
25-Hydroxyvitamin-D (25-OH-D) metabolisiert. Das Vitamin-D-bindende Protein DBP ist auch als 
Gc-Globulin oder group specific component bekannt (J.G. Haddad in J. Steroid Biochem. Molec. 
Biol. (1995) 53, 579-582). Uber 95% des im Serum messbaren 25-Hydroxyvitamin-D ist in der 
Regel 25-Hydroxyvitamin-D3. 25-Hydroxyvitamin-D2 wird nur in hoheren Anteilen gefiinden, wenn 

20 die Person unter einer Medikation mit Vitamin-D2 steht oder, wie in den Vereinigten Staaten haufig 
praktiziert, die Nahrung mit Vitamin-D2 angereichert wird. 

25-Hydroxyvitamin-D ist der vorherrschende Vitamin-D-Metabolit im Blutkreislauf und 
seine Konzentration im Serum beschreibt allgemein den Vitamin-D-Status, d.h., inwieweit dem 
Organismus Vitamin-D zur Verfiigung steht, 25-Hydroxyvitamin-D wird bei Bedarf in der Niere zu 

25 la,25-Dihydroxyvitamin-D metabolisiert, einer honnonartigen Substanz mit hoher biologischer 
Wirkung, Die Bestimmung von la,25-Dihydroxyvitamin-D gibt an, wieviel Vitamin-D sich in der 
aktivierten Form befinden. 

Die Bestimmung von 25-Hydroxyvitamin-D in einer Probe erfolgt bevorzugt nach dem 
Prinzip der kompetitive Proteinbindungsanalyse, wobei anhand der Verdrangung von radioaktivem 

30 25-Hydroxyvitamin-D von den Bindungsstellen eines Vitamin-D-bindenden Proteins das in der 
Probe vorhandene 25-Hydroxyvitamin-D quantifiziert wird. Daneben haben sich seit einigen Jahren 
Radioimmunoassays mit *^^I-markierten Vitamin-D-Derivaten und Antikorpem gegen Vitamin-D- 
Derivate in der Diagnostik etabliert. Die Angaben zum iiblichen 25-Hydroxyvitamin-D-Spiegel im 
Serum schwanken je nach Labor. Es besteht aber Einigkeit dahin, dass die Konzentration von 25- 

35 Hydroxyvitamin-D im Serum in der Regel groBer als 5 ng/ml und kleiner als 80 ng/ml ist. Die 
kompetitive Proteinbindungsanalyse verlangt den Einsatz eines radioaktiven Vitamin-D-Derivats, 
welches das gleiche Proteinbindungsverhalten besitzen muss wie 25-Hydroxyvitamin-D. Ahnliches 
gilt auch fur die kompetitive Bindungsanalyse fiir das biologisch aktive la,25-Dihydroxyvitamin-D 
oder andere Vitamin-D-Metaboliten. 
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Die europaischen Patentschriften 0 312 360 und 0 363 21 1 sowie Tanabe et al. in J. Chem. 
Soc, Chem. Commun. 1989, 1220-1221 und J. Nutri. Sci. Vitaminol., 1991, 37, 139-147 offenbaren 
verschiedene '--lod-markierte Hydroxy- und Dihydroxy\'itamin-D-Derivate und deren Venvendung 
in Bindungsanalysen. Nachteilig an diesen Derivaten ist, dass sie problematisch herzustellen und 
5 extrem labil sind. LichL radioaktive Strahlung, Protonen, Wasserstoff, Enzyme, freie Radikale oder 
die Gegenwart von led in freier oder gebundener Form haben groBen Einfluss auf die Raumstruktur 
und die Bindeeigenschaften der Vitamin-D-Derivate an Vitamin-D-bindendes Protein DBP oder 
spezifischen Antikorpeni. Sie konnen vor allem eine Drehung des A-Rings im Sterangeriist verur- 
sachen oder kataiysieren. Die 3(i-Hydroxygruppe des Vitamin-D-Molekiils wird dabei in die 
10 Pseudo- 1 a-Position gedreht, so dass dann das 5,6-trans-Vitamin-D vorliegt. Die sogenannten 
Pseudo-Ia-Hydroxy-Analogen des Vitamin-D werden zwar ahnlich wie Vitamin-D metabolisiert, 
sie haben aber eine in wesentlichen Punkten andere Struktur und werden von Vitamin-D-bindenden 
Proteinen wie bspw. DBP/Gc-Globulin oder Anti-Vitamin-D-Antikorper nicht oder deutiich 
schlechter gebunden. 



20 




Vitamin-Da 5. 6-trans- Vitamin-D 3 

ps eudo- 1 a- Hy droxy-Anal og 

25 Die vorstehend beschriebene Umlagerung ist als Beispiel zu verstehen. Es treten auch andere 
chemische Reaktionen und Umlagerungen auf. Gleiches gilt fiir 'H- oder ^""C-markierte Vitamin-D- 
Derivate. Auch diese Vitamin-D-Derivate sind nicht so stabil, dass sie eine zuverlassige 
Bindungsanalyse eriauben. Die radioaktive Markierung steigert zudem die Kosten fur Lagerung, 
Transport und Entsorgung und ist allgemein nachteilig fur Gesundheit und Umwelt. Ferner ist die 

30 Halbwertszeit von '"lod vergleichsweise kurz. Eine kompetitive Bindungsanalyse mit *'H- und *''C- 
markierten Viiamin-D-Derivaten hingegen veriangt besondere Szintillationszaliler und ist apparativ 
anspruchsvoller, bei weitgehend gleichen Problemen. 

Ray et al. in Biochemistry, 1991, 30, 4809-4813 offenbaren die Kopplung von Vitamin-Da 
mit verschiedenen farbgebenden Gruppen. Die Nachweisempfmdlichkeit fur die farbstoffmarkierten 

35 Vitamin-D3-Derivate ist aber zu gering, als dass man sie in einer kompetitiven Bindungsanalyse fiir 
natiirliche Vitamin-D-Metabolite einsetzen konnte, abgesehen davon, dass die farbstolfmarkierten 
Derivate in Serum nicht stabil und zudem besonders lichtempfmdlich sind 

Es ist Aufgabe der Erfmdung, Vitamin-D-Derivate zur Verfugung zu stellen, die in einer 
kompetitiven Bindungsanalyse oder ganz generell in Immunoassays von Vitamin-D-Metaboliten wie 

40 25-Hydroxy- und K25-Dihydroxy-Vitamin-D eingesetzt werden konnen. Dies setzt folgende Eigen- 
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schaften voraus, erstens, dass fur die Vitamin-D-Derivate eine Nachweisempfindlichkeit besteht, 
welche hoher ist, beziehungsweise in einem niedrigeren Konzentrationsbereich liegt, ais die Kon- 
zentration der gesuchten Viiamin-D-Meiaboiite in den Proben; zweitens, dass die Derivate in Serum, 
Plasma oder Urin unter iiblichen protischen Bedingungen und gegeniiber Serumenzymen stabil sind; 
und schiieBlich drittens, dass die Derivate uber Wochen und Monate hinreichend licht- und 
iagerstabil sind. Diese Aufgabe wird gelost durch Vitamin-D-Derivate der Fonnei 




I 



worin ist: 

O das Sauerstoffatom einer Ethergruppe; 

X eine substituiene oder unsubstituierte Kohienwasserstoffstoffgruppe von 0,8 bis 4,2 nm 
Lanse, bevorzugt ein C8- bis C12-Gruppe, die iibliche Heteroatome wie S, O, N oder P 
aufweisen kann, ganz besonders bevorzugt eine Hexamido-, Octamido- oder Decamido- 
Amidopropyiether-Linkergruppe; 

Y Wasserstoff oder eine Hydroxygruppe; 

A eine funktionelle Gruppe, die von einem bindenden Protein wie einem Antikorper oder 
Vitamin-D-bindendes Protein DBP mit hoher Affmitat gebunden wird; 

R die Seitengruppe eines Vitamin-D-Metaboiits, bevorzugt die Seitengruppe von Vitamin-Ds 
oder D^, besonders bevorzugt die 25-hydroxyiierte Seitengruppe von Vitamin-Di oder D3. 

Eine hohe Affmitat liegt vor, wenn die Dissoziationskonstante (K) zwischen dem bindenden 
Protein, z.B. dem Antikorper oder DBP, und dem Antigen bzw. der funktionelle Gruppe A gr5Ber 
10* ist. Eine Dissoziationskonstante groBer lO'^ ist fur viele Anwendungen vorteilhaft. In einer 
bevorzugten Ausfiihrungsform ist A ausgewahlt aus Biotin, Digoxigenin, Tyrosin, substituienem 
Tyrosin, substituierten Aminosauren, charakteristischen Aminosaure- und Peptidsequenzen, FITC, 
Proteinen und Proteingruppen wie Protein A und Protein G oder einem weiteren Vitamin-D-Derivat, 
ganz besonders bevorzugt 25-Hydroxyvitamin-D. 

Die Abstandsgruppe X ist bevorzugt ausgewahlt aus substituierten und unsubstituierten C- 
Korpem mit 0,8 bis 4,2 nm, bevorzugt et\va 0,12 nm Lange. Besonders bevorzugt ist eine 
Aminocarbonsaure, insbesondere eine Aminoundecansaure, peptidische und Ketogruppe oder ein 
substituierter oder unsubstituiener Aminopolyetherrest mit einer Lange von 0,8 bis 4,2 nm, 
bevorzugt etwa 0,9 bis 1,5 nm. Dieser Abstand zwischen der Gruppe A und der Bindungs- bzw. 
Erkennungsstelle fur den Vitamin-D-Rest ist erforderlich, dass die bindenden Proteine an die 
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jeweiligen Bindungsstellen binden konnen und dabei sich nicht gegenseitig storen. Zu beachten ist, 
dass beispielsweise fiir das Vitamin-D-bindende Protein DBP (Gc-Globlin) die ! 9-Methylengruppe, 
gegebenenfalls die 1 -Hydroxygruppe des A-Rings und die Vitamin-D-Seitenkette zur Erkennungs- 
stelle gehoren und in einer Bindungstasche aufgenonimen werden. Ahnliches gilt auch fur 
spezifische Antikorper gegen die verschiedenen Vitamin-D-Derivate. Ist die Abstandsgruppe X zu 
kurz, kann neben dem Vitamin-D-bindenden Protein kein weiteres Bindungsprotein an der 
gewahlten funktionellen Gruppe A binden. Fiir das bevorzugte Beispiel heiBt das, wenn sich die 
funktionelle Biotin-Gruppe innerhalb der Bindungstasche des Vitamin-D-bindenden Proteins 
befindet, ist sie fiir das zweite Bindungsprotein, zum Beispiel das Streptavidin, nicht mehr 
zuganglich. Ist die Abstandsgruppe X hingegen zu lang, konnen Molekiilfaltungen auftreten, welche 
gleichfalls die gleichzeitig Bindung zweier Bindungspartner behindern. 

Daneben besitzt die erfindungsgemaBe Abstandsgruppe iiberraschendenveise einen 
sterischen Effekt. als sie offenbar eine ISC'-Drehung des A-Rings aktiv verhindern hilft. Es wird 
vermutet, ohne an diese Tlieorie gebunden zu sein, dass das 3P-Sauerstoffatom der Ethergruppe am 
A-Rings entsprechend einer naturlichen Hydroxygruppe hydratisiert ist und so einen Angriff auf die 
5,6-Doppelbindung verhindert, abgesehen von anderen elektronischen und sterischen Effekten. Ein 
anderer wichtiger Aspekt ist, dass die erfindungsgemaBe Ethergruppe von den im Serum oder 
Plasma stets vorhandenen Esterasen nicht gespalten werden kann. 

Ganz besonders bevorzugt ist 25-Hydroxyvitamin-D3-3p-3 '[6-N-(biotinyl)hexamido]amido- 
propylethe^ der Formel II 



OH 



O 

.A. 




n 



O H 

und die la-Hydroxy- und Vitamin-D2-Analogen. 

Weiterhin bevorzugt sind Derivate, die als zweite funktionelle Gruppe einen Vitamin-D- 
Rest enthalten. Der Vorteil dieser Derivate ist, dass sie keine systemfremden Gruppen und Verbin- 
dungen enthalten und so eine erhohte Empfindlichkeit und Zuverlassigkeit der kompetitiven 
Bindungsanalyse erlauben, auch weil sich eventuelle Bindungsbesonderheiten aus erster und zweiter 
Bindung des Vitamin-D-bindenden Proteins bei einer quantitativen Bestimmung kompensieren, 
Besonders bevorzugt sind Verbindungen der nachstehenden Formel III: 

R 





m 
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worin R, Y und X wie in oben in Formel I definiert sind. Besonders giinstig sind dabei symmetrische 
Vitamin-D-Derivate. 

Die erfindungsgemafien 25-Hydroxy- und la,25-Dihydroxy-Vitamin-D-Derivate sind uber- 
raschend licht-, lager- und serumstabil und erlauben in alien kompetitiven immundiagnostischen 
5 Verfahren eine empfindliche, zuverlassige quantitative Bestimmung von Vitamin-D-Metaboliten 
wie 25-Hydroxy- und la,25-Dihydroxy-Vitamin-D, beispielsweise fur die Routinediagnostik im 
Human- und Veierinarmedizinbereich sowie in der Forschung. 

Erflndungsgemafi wird die Verbindung der Formel I erhalten durch ein Verfahren, 
umfassend die Schritte: a) Cyanoethylierung der 3-Hydroxygruppe von Vitamin-D oder 25- 

10 Hydroxy\'itamin-D mit Acrylnitril in einem geeigneten Losungsmittel wie Acetonitril in Gegenwart 
von Kaliumhydrid und tert.-ButanoI; b) Reduktion der resultierenden Nitrilgruppe mit einem 
Gemisch aus Lithiumhydrid und Lithiumaluminiumhydrid zu einem Amin; und c) Anhangen einer 
Abstandsaruppe, gegebenenfalls zusammen mit einer funktioneilen Gruppe A an das Amin, bspw. 
Biotinyiieren der Verbindung mit einem aktivierten Biotinylierungsreagenz wie LC-BHNS oder, 

15 zum Erhalt eines Vitamin-D-Derivats gemaB Formel III, Kopplung von zwei Amino-Vitamin-D- 
Gruppen durch Kondensation mit einer Dicarbonsaure wie Sebacinsaure mittels Carbodiimid. 

Das erfmdungsgemaBe Verfahren zur Herstellung funktioneller Vitamin-D-Derivate ergibt 
hohere Ausbeuten bei ktirzeren Reaktionszeiten. Anders als in herkommlichen Verfahren erfolgt 
namlich in Schrirt a) die Cyanoethylierung der 3-Hydroxygruppe in Gegenwart von Kaliumhydrid 

20 und tert.-Butanol. Dadurch wird erreicht, dass nur an der 3-Hydroxy-Gruppe von Vitamin-D eine 
Cyanoethylierung erfolgt und die andere Hydroxygruppen des Vitamin-D vor einer Umsetzung 
geschiitzt sind. Die Umsetzung erfolgt bei 0 bis 20°C, bevorzugt bei 5 bis 8°C in einem neutralen 
Losungsminei wie Acetonitril. 

Bei der nachfoigenden Reduktion wird die Nitrilgruppe des Cyanoethylethers quantitativ in 

25 das Amin uberfuhrt, welches dann vergleichsweise einfach mit einer anderen funktioneilen Gruppe 
verknupft werden kann, zum Beispiel durch Umsetzung mit einem handelsublichen Biotinylie- 
rungsreagenz. 

Die Erfindung umfasst zudem die Verwendung der erfmdungsgemaBen funktioneilen 
Vitamin-D-Derivate in Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und la,25-Dihydroxy- 

30 Vitamin-D in Serum, Plasma, Urin oder einer anderen Probe. Hierbei wird das erfmdungsgemaBe 
funktionelle Vitamin-D-Konjugat entweder als Zwischenglied eingesetzt, wbbei das Vitamin-D- 
bindende Protein und nativer Vitamin-D-Metabolit um die Bindestelle kompetitieren, oder selbst als 
kompetitive Bindungskomponente zu nativem Vitamin-D. Das quantitative Bestimmungsverfahren 
ist vorzugsweise ein EIA, ELISA, RIA, IRMA, LiA oder ILMA, FIA oder IFMA in manuell 

35 abzuarbeitenden Testsystemen oder auf Automaten angepasste Versionen in Flussigphasen- wie 
Festphasentechnik. 

Ein besonders bevorzugtes Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy-und la,25- 
Dihydroxy-Vitamin-D-Derivaten umfasst die Schrine: a) Beschichten eines Tragers mit Strep- 
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tavidin, b) Zugabe ein oder mehrerer multifunktioneller Biotin-Vitamin-D-Derivate, c) Zugabe der 
Probe und einer deflnierten Menge Vitainin-D-bindendes Protein, d) Bestimmung des gebundenen 
Bindungsproteins mit markierten anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorpem. Die Markierung der 
anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorper kann direkt sein, bspw. eine radioaktive Markierung, 
Oder auch indirekt, bspw. ein Enz>m oder ein aktives Enzymfragment wie Peroxidase, das eine 
Farbreaktion zu katalysieren verniag. 

Ein weiteres bevorzugtes Verfaliren zur Bestimmung von 25-Hydroxy-und la,25- 
Dihydroxy-Vitamin-D-Derivaten umfasst die SchriUe: a) Beschichten eines Tragers mit anti- 
Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorpem, b) Zugabe des Vitamin-D-Bindungsproteins, c) Zugabe 
der Probe sowie eine definierte Menge Biotin-Vitamin-D-Derivat, d) Bestimmung der Menge 
gebundenes Derivat mit markienem Streptavidin. Das Streptavidin ist bevorzugt indirekt mit 
Peroxidase markiert; der Trager ist vorzugsweise eine ReaktionsgefaBwand, beispieisweise von einer 
Mikroiiterplane, oder Teilchen aus polymerem oder magnetischem Material oder beidem, 
beispieisweise Kunststoff- oder Ceiluiose-Mikropartikel. 

Diese Verfahren ermoglichen eine nicht-radioaktive quantitative Bestimmungen von 25- 
Hydroxy- und K25-Dihydroxy-Vitamin-D, ohne dass aufwendige Sicherheitsvorkehrungen 
erforderiich sind. Die hier vorgeschlagenen kompetitiven Verfahren sind somit fur Routineunter- 
suchungen im Rahmen einer Osteoporose-Prophyiaxe, bei einer vermuteten D-Hypovitaminose oder 
D-Hypervitaminose, zur Diagnostik allgemeiner Art und in der Forschung. 

Ein weiterer Aspekt der Erfmdung ist ein Kit zur Bestimmung von Vitamin-D-Metaboliten 
wie 25-Hydroxy- und L25-Dihydroxy-Vitamin-D, der unter anderem das erfmdungsgemaCe funk- 
tionelie Vitam in- D- Derivat enthalt. Der Kit umfasst wahlfrei Vitamin-D-Bindungsprotein (Gc- 
Globulin), anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antik5rper, Streptavidin und vorbehandelte oder 
unvorbehandelte Mikrotiterpianen und/oder magnetische oder andere Mikropartikel und andere 
Reagenzien. 

Weitere Vorteile, Merkmale und Ausfiihrungsformen der Erfindung ergeben sich aus den 
nachstehenden Beispielen und den beiliegenden Zeichnungen. Es zeigt: 

Fig. 1 den schematischen Syntheseweg fur das bifunktionelle Vitamin-D-Derivat 25-Hydroxy 
Vitamin-D3-3p-3*[6-N-(biotinyl)hexamido]amidopropylether) gemaC der Erfmdung; 

Figs. 2, 3 und 4 Schemadarstellungen verschiedener ELISAs zur Bestimmung von 25-OH-Vitamin- 
D mit Hiife des erfmdungsgemafien 25-OH-Vitamin-D-Konjugat; 

Fig. 5A die Eichkurve eines kompetitiven ELISAs fur 25-OH-Vitamin-D nacli Fig. 2; 

Fig. 5B Eichkurven von ELISAs gemaB Fig. 5A mit 3, 60 und 100 Tage altem 25-OH-Vitamin-D- 
Biotin-Tracer; 

Fig. 5C die Eichkurve eines kompetitiven ELISAs fiir 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D analog Fig. 2; 
Figs. 6 und 7 Schemadarstellungen kompetiiiver RIA fur 25-OH-Vitamin-D mit Hilfe des 



erfindungsgemaBen 25-OH-Vitamin-D-Konjugats; 
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Figs. 8, 9 und 10 Schemadarstellungen kompetitiver, radioaktiver IRMAs fur 25-OH-Vitamin-D mit 

Hilfe des erfindungsgemaBen 25-OH-Vitamin-D-Konjugats; 
Figs. 11 und 12 Schemadarstellungen kompetitiver ELlSAs unter Verwendung von Mikropartikeln; 
Fig. 13 Schemadarstellung eines kompetitiven Bindungsassays fiir 25-OH-Vitamin-D mit Hilfe 

eines 25-OH-Vitamin-D-Konjugats gemaB der Erfindung und einem direktmarkierten 

Vitamin-D-bindenden Protein. 
Fig. 14 ein Blockdiagramm des Vergleichs der 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D-GehaIte in Seren von 

Dialyse- und Normalpatienten. 



10 Fig. 1 zeigt den erfindungsgemaBen Syntheseweg zur Hersteilung des bifunktionellen 25- 

OH-Vitamin-D-Konjugats. Zunachst wird 25-OH-Vitamin-D in einem Gemisch aus Acetonitril, 
Kaliumhydrid und tert.-Butanol mit Acrylnitril cyanoethyliert, Durch die Gegenwart des als Base 
fungierenden Kaiiumhydrids und durch die Anwesenheit von ten.-Butanol zur Abwendung unspezi- 
fischer Reaktionen an der 25-Hydroxygruppe wird erreicht, dass selektiv die 3-Hydroxy-Gruppe des 

15 Vitamin-D cyanoethyliert wird. Die Ausbeute an 25-OH-Vitamin-D-3p-cyanoethylether betragt in 
der Regel etwa 74% bei einer Reaktionsdauer von 40 Minuten. 

Nach ublicher Aufarbeitung wird der 25-OH-Vitamin-D-33-cyanoethylether mit Lithium- 
hydrid versetzt und die 25-Hydroxygruppe in das Lithiumalkoholat uberfuhrt. Es folgt eine 
Reduktion des Nitrils mit LiAlHi zu 25-OH-Vitamin-D-3p-3'-aminopropylether. Dieser Schritt ist 

20 quantitative ohne dass Nebenprodukte auftreten. Zuletzt erfolgt gegebenenfalls eine Biotinylierung 
mit einem aktivieiien Biotinylierungsreagenz wie LC-BHNS (Biotinyl-N-e-aminocaproyl-hydroxy- 
succinimidester). Die resultierende Abstandsgruppe X iiat entsprechend der Aminocaproylkette eine 

Lange von etwa 0.8 bis 0.9 nm. 

25-OH-Vitamin-D-3P-3*[6-N-(biotinyl)hexamido]amidopropyietiier ist temperaturstabil und 

25 kann in einer wassrigen, leicht sauren Matrix iiber mehrere Monate gelagert werden. Da die 
Verbindung von Serumenzymen nicht gespalten wird, eignet sie sich bestens fiir diagnostische 
Routinetests in Serum, Plasma und Urin. 

Fig. 2 zeigt eine Schemadarstellung eines kompetitiven ELISA fiir 25-OH-Vitamin-D, Hier- 
bei wird das 25-OH-Vitamin-D-Konjugat (25-OH-Vitamin-Do3-3'[6-N-(biotinyl)hexamido]amido- 

30 propylether) iiber Streptavidin an eine feste Phase gebunden, Dann erfolgt in fliissiger Phase die 
kompetitive Bindung von Vitamin-D-bindenden Protein und 25-OH-Vitamin-D aus Standard oder 
Probe an das 25-OH-Vitamin-D-Konjugat. Der Nachw^eis erfolgt durch Peroxidase-markierte Anti- 
korper gegen das Vitamin-D-bindende Protein. Der Fachmann weiB, dass auch andere Marker- 
enzyme verwendet werden konnen, zum Beispiel alkalische Phosphatase oder Galaktosidase, etc. 

35 Fig. 3 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven, nicht-radioaktiven ELISA, wobei das 

Vitamin-D-bindende Protein zunachst iiber anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorper an die feste 
Phase gebunden wird. Danach erfolgt in fliissiger Phase die kompetitive Bindung von 25-OH- 
Vitamin-D-Biotin und 25-OH-Vitamin-D aus Standard bzw. Probe. Zur Bestimmung wird dann 
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Peroxidase-markiertes Streptavidin eingesetzt. Das gezeigte Prinzip iasst sich selbstverstandlich auf 
andere Trace r-Gruppen statt Biotin und auf andere Markerenzyme, wie oben angegeben, ubertragen. 

Fig. 4 zeigt die Schemadarsteilung eines kompetitiven ELISA, wobei das Vitamin-D- 
bindende Protein direkt an die fesie Phase gebunden ist Die kompetitive Bindung von 25-OH- 
5 Vitaniin-D.vBiotin und 25-OH-Vitamin-D3 aus Standard bzw. Probe erfolgt in flussiger Phase und 
Peroxidase-markiertes Streptavidin wird zur quantitaiiven Bestimmung eingesetzt. 

Fig. 5A -C zeigen die typische Eichkurven von kompetitiven ELISAs mit 25-OH-bzw 1,25- 
Dihydroxy-Vitamin-D3-Biotin gemali dem in Fig. 2 gezeigten Prinzip. Die Menge an gebundenem 
Vitamin-D-Bindungsprotein wurde bestimmt durch eine standardisierte Farbreaktion mit 

1 0 Peroxidase-gekoppelten anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorpern und Tetraniethylbenzidin 
(TMB) ais Substrat. Alternative Substrate waren beispielswetse OPD ( 1 ,2-Phenyldiamin x 2 HCI), 
ABTS und andere. Fiir die Eichkurve wurden Vitamin-D-Proben mit Konzentrationen von 0, 8, 20, 
50, 125 und 312 nMol/l eingesetzt. Die Ordinate zeigt die optische Dichte als Mineiwert von zwei 
Messungen bei 450 nm; die Abszisse die Konzentration an 25-OH- bzw. K25-Dihydroxy-Vitamin-D 

15 innMoI/I. 

Fig. 6 zeigt die Schemadarsteilung eines kompetitiven Protein-Bindungsversuch (CPBA), 
wobei 25-OH-Vitamin-D3-Biotin und 25-OH-Vitamin-D aus Standard bzw. Probe in flussiger Phase 
uni die Bindungsstelle des Vitamin-D-Bindungsproteins kompetitieren. Es wird '"'I-markiertes 
Streptavidin fur die quantitative Bestimmung verwendet. 

20 Fig. 7 zeigt die Schemadarsteilung eines kompetitiven Radioimmunoassays (RIA), wobei 

25-OH-Vitamin-D-Biotin und 25-OH-Vitamin-D aus Standard bzw. Probe in flussiger Phase um die 
Bindungsstelle eines anti-Vitamin-D-Aniikorpers kompetitieren. Fur die quantitative Bestimmung 
wird ^^^I-markiertes Streptavidin eingesetzt. Erfolgt die Bestimmung durch ein Streptavidin, das 
nicht radioaktiv, sondern mit einem Fluorophor oder Luminophor markiert ist, liegen sogenannte 

25 LIA- Oder FIA-Assays vor. 

Fig. 8 zeigt die Schemadarsteilung eines 25-OH-Vitamin-D-IRMA. Es wird zunachst 25- 
OH-Vitamin-D-Biotin iiber Streptavidin an die feste Phase gebunden. Die kompetitive Bindung von 
Vitamin-D-Bindungsprotein an das Konjugat und 25-OH-Vitamin-D3 aus Standard oder Probe 
erfolgt dann in flussiger Phase. Die Menge des Konjugat-gebundenen Bindungsproteins wird mit 

30 '^^I-markierten Antikorpern bestimmt. 

Fig. 9 ist die Schemadarsteilung einer IRMA-Sandwich-Technik (Immunoradiometrischer 
Assay). Hierzu werden anti-Vitamin-D3-Antikorper an die feste Phase gekoppelt. An diese binden 
dann Vitamin-D-Bindungsproteine. Die Kompetition erfolgt im nachsten Schritt zwischen dem 25- 
OH-Vitamin-D-Konjugat und 25-OH-Vitamin-D aus Standard oder Probe. Die Bestimmung der 

35 Menge gebundenes Konjugat erfolgt durch *^'l-markiertes Streptavidin. 

Fig. 10 zeigt die Schemadarsteilung eines weiteren IRMA-Sandwich-Technik. Es wird 
zunachst Vitamin-D^-Bindungsprotein an die feste Phase gekoppelt. Dann erfolgt daran die 
kompetitive Bindung zwischen dem 25-OH-Vitamin-D3-Konjugat und 25-OH-Vitamin-D3 aus 
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Standard oder Probe. Die Menge gebundenes Konjugat wird durch l-markienes Streptavidin 
bestimmt. 

Fig. 11 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven ELISA unter Verwendung von 
Mikropartikeln. Hierbei wird 25-OH-Vitaniin-D-Biotin iiber Streptavidin an Mikropartikel gebun- 
5 den. Dann wird 25-OH-Vitamin-D-Derivat daran gebunden. in fliissiger Phase wird Vitamin-D- 
Bindungsprotein und die jeweiiige Probe zugegeben. Bindungsproteine und 25-OH-Vitamin-D3 aus 
Standard oder Probe kompetitieren um die Bindungsstelle des Konjugats. Die gebundenen Bestand- 
teile werden dadurch abgetrennt, dass sie iiber die Mikropartikel von einem Magneten zuruck- 
gehalten werden, wahrend der Uberstand mit den ungebundenen Substanzen entfernt wird. Die 
10 Menge gekoppeltes Bindungsprotein wird bestimmt in einem zweistufigen Verfahren mit einem 
primaren Antikorper gegen Vitamin-D-Bindungsprotein und einem sekundaren Peroxidase- 
markierten Antikorper. 

Fig. 12 zeigt eine Schemadarstellung eines kompetitiven ELISA unter Verwendung von 
Mikropanikeln. Es wird 25-OH-Vitamin-D-Biotin uber Streptavidin an Mikropartikel gebunden. 
15 Dann wird die flussige Probe mit 25-OH-Vitamin-D3 (aus Standard oder Probe) dazugegeben sowie 
eine nicht-sattigende Menge Antikorper. Das Konjugat und das native Vitamin-D3 kompetitieren 
um die Bindung des Antikorpers. Die Menge gebundener Antikorper erfolgt durch Agglutination der 
Mikropartikel. Diese kann beispieisweise direkt durch Nephelometrie bzw. Turbimetrie bestimmt 
werden. 

20 Fig. 13 zeigt das Schema eines kompetitiven Bindungsassays, wobei das Vitamin-D- 

bindende Protein direkt markiert ist. beispieisweise radioaktiv mit '"^lod, oder fur eine Elektro- 
chemolumineszenz mit Ruthenium(II)tris-(bipyridin)-NHS-ester. Die Markierung konnen auch 
Enzyme sein wie Peroxidase, alkalische Phosphatase, (J-Galactosidase u.a., oder auch FITC. 

Fig. 14 veranschaulicht in einem Blockdiagramm die unterschiedlichen L25-Dihydroxy- 

25 Vitamin-D-Gehalte im Serum von Dialyse- und Normalpatienten. 

Die bekannten Bestimmungsverfahren fur Proteine wie der kompetitive ELISA beruhen auf 
dem Prinzip, dass die nachzuweisende Verbindung mit einem Bindungsprotein oder Konjugat um 
eine Bindungsstelle kompetitiert. Es wird dann die Menge gebundenes Bindungsprotein oder 
Konjugat bestimmt und anhand einer Eichkurve die Konzentration der nachzuweisenden 

30 Verbindung ermittelt. 

Die in den Figuren gezeigten Testprinzipien lassen sich einfach auf andere Vitamin-D- 
Derivate iibertragen. Besonders erwahnt sei la,25-Dihydroxy-Vitamin-D2/D3. In diesem Fall muss 
ein Bindungsprotein bzw. ein Rezeptor oder Antikorper gewahlt werden, der das la,25-Dihydroxy- 
Vitamin-D-Analoge spezifisch erkennt. Das zugehorige bifunktionelle la,25-Dihydroxyderivat kann 

35 gewonnen werden enzymatisch durch Umsetzung von 25-OH-Vitamin-D-3p-cyanoethyIether mit 
25-OH-Vitamin-D-la-Hydroxylase, Reduktion zum Amin und schlieBlich Addition der zweiten 
funktionellen Gruppe. Femer werden hier Derivate von Vitamin-Dj und Vitamin-D.! vorgeschlagen. 
Deren Synthese kann auf dem in Beispiel 1 vorgestellten Weg erfolgen 
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BEISPIELE 

Beispiel 1: Synthese von 25-OH-Vit,-D3-3P-3'16-N-(biotinyl)hexamido]ainidopropylether (4) 

Alle Umsetzungen erfolgten im Dunkein unter trockener Stickstoffatmosphare. Zwischen- 
produkte wurden bei -20°C gelagert. Es wurden HPLC-reine Losungsmittel eingesetzt. Das 25-OH- 
5 Vitamin-D3 war von BIOMOL Feinchemikalien GmbH, Hamburg, der LC-BHNS (Long-Chain-Bio- 
tinyl-N-e-aminocaproyl-hydroxysuccinimidester) von Sigma Cliemie, alle weiteren Chemikalien 
von Fluka, Darmstadt. Die Massenspektroskopie(FAB) erfolgte mit einem Finigan-MAT-90, die 
NMR-Messungen mit einem Bruker-ARX-400 (400 MHz) oder einem Bruker-ARC-250F (250 
MHz). 

1 0 (i) 25'OH- VitamiU'Ds'Sp-cyanoetlTylether (2) 

5 mg 25-OH-Vitamin-D3 (12 J pMol), gelost in Methylenchlorid (CH2CI2), wurde in einen 
mit Stickstoff gefiiliten Kolben iiberfuhrt und das Losungsmittel abgezogen. Der feste Ruckstand 
wurde in 1 ml Acetonitrii aufgenommen und versetzt mit 10 Tropfen einer Mischung von tert.- 
Butanol und Acetonitrii (9:1 v/v) sowie 130 ^iMol Acrylnitril (10 eq.) in 100 \k\ Acetonitrii 

15 [Stammlosung: 86 ^\ Acrylnitril (1.3 mMol) verdiinnt mit Acetonitrii auf 1 ml]. Die klare Losung 
wurde 15 Minuten bei 6°C geruhrt. Es wurde 6.25 pMol Kaliumliydrid (0,5 eq.) in 25 ^1 tert.- 
Butanol/Acetonitril (9:1 v/v) [Stammlosung: 10 mg KH (250 ^Mol) in 1 ml tert.-Butanoi/Acetonitril 
(9:1 v/v)] zugegeben. Die dabei entstehende Ausflockung ioste sich sofort wieder. Die Mischung 
wurde bei 6°C geruhrt. Die wiederholte Dunnschichtchroniatographie (DC) einzelner Proben mit 

20 20% Petrolether in xMethyl-tert.-butylether (MTBE) auf Kieselgel zeigte, dass nach 10 Minuten 
bereits 90% der Ausgangsverbindung umgesetzt waren. Nach 15 Minuten wurden wenige Tropfen 
Reaktionsgemisch mit etwa 5 Tropfen Wasser und 0,5 ml MTBE aufgearbeitet. Die DC der 
organischen Phase zeigte kein Edukt mehr. Nach 40 Minuten wurde das gesamte Reaktionsgemisch 
mil Wasser/MTBE aufgearbeitet. Es wurde 4 mg oliges Produkt erhalten. 

25 

IR (NaCl/CH.Cb): 3422 OH 

2941,2872 CH 
2252 Nitril 
1105 Ether 

30 

Die HPLC-Analyse (3% MeOH/CH.Ch) ergab 93% Produkt und 7% Edukt. 4 mg Produkt 
enthielten somit 3.7 mg (8,2 ^iMol) Zielverbindung, was einer Ausbeute von 74% entspricht. 
(ii) 25'OH' VUamui'Ds'SP'S *aminopropylether (3) 

3.75 mg (8.3 ^Mol) Nitril aus (i) wurde in 2 ml Ether gelost, mit 125 pMol Lithiumhydrid 
35 gelost in 1 ml Ether (Stammlosung: 7 mg frisches feinpulvriges LiH in 7 ml Ether) versetzt und eine 
Stunde bei Raumtemperatur unter Stickstoff geriihrt. Es wurde 169 ^Mol LiAlRj als Auf- 
schlammung in 1 ml Ether (Stamm: 18 mg frisches feinpulvriges LiAlR, in 3 ml Ether) zugegeben. 
Nach einer weiteren Stunde wurde das Gemisch mit 1 ml konzentriertem KOH, 5 ml H2O und 4 x 20 
ml MTBE aufgearbeitet. Die Diinnschichtchromatographie einer Probe mit 1:1 MTBE/Petrolether 
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auf Kieselgel zeigte nur noch den Ausgangspunkt. Das Diol lag bei Rj 0.27; das Nitril bei Rj 0-4. Die 
gewonnene Substanzwoirde ohne weilere Analyse und Aufreinigung weiter\'erarbeitet. 
(Hi) 25'Hydroxy\ntamm'D3-3P-3 '[6'N'(bio(i}iyI)hexamido]amidopropyIether (4) 

Es wurde 3 mg (6.6 nMol) 25-OH-Vitamin-D3-3p-aminopropyiether (3) aus (ii) in 1 ml 
5 Dimelhylformamid (DMF) gelost. Dann wurde unter Stickstoff 3 mg (6.6 ^Mol) LC-BNHS und 1 
|il (17.5 ^iMol) Trieihylamin zugegeben. Es wurde 18 h bei Raumtemperatur geruhrt, das DMF 
abgezogen und der Ruckstand mit 20% Melhano! (MeOH) in CH2CI2 vorgereinigt. 12 mg (> 100%) 
der so gewonnenen Substanz wurden miueis HPLC gereinigt (Bedingungen: Knauer Kromasil-lOO, 
5 ^M, 250 X 4 mm, 10% MeOH in CH.CU, L5 ml/min, OD 265 nm, 7 Minuten). Die Ausbeute 
10 betrug 1,2 mg (1,5 ^Mol). Dies entspricht 12%, bezogen auf das 25-OH-Vitamin-D3 und 18% 
bezogen auf die Nitrilverbindung. 

Tabelle I 



Biotin-lS-OH-Vitamin-Dj 
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Mult 


cc 

[Hz] 


Zuordnung 


6.42 




Dd 


5,7 


NH (Biotin) 


6.2 
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11 


6 


6,0 
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11 
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5,85 




Dd 


5,7 


NH (Biotin) 


5,55 




M 




3-0-CH.(28) 


5.38 




S 




NH Oder OH 


5,05 




D 


2 


19 


4.83 
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19 


4.77 




S 




NH Oder OH 


4.51 




M 




HC-NH 1 Biotin 


4,33 




M 




HC-NH II Biotin 


3,53 




M 
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2,53 
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10 
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1.21 
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S 




26, 27-CH, 


0,93 


3 


D 


6 


21-CH-, 


0,54 




S 




1 8-CHj 



15 

MS (Finigan MAT 90); (FAB): 797 (MfT) vom 5.9.97 und 28.1 1.97; ' H-NMR (Bruker ARX 400) 
in CDCI3/TMS bei 400 MHz. Die Analysedaten sind in Tabelle I gezeigt. 

Beispiel 2: Stabilitat von 25-OH-Vit.-D3-3p-3'[6-N-(biotinyI)hexamidolamidopropylether 

20 Es wurde jeweils 20 mg gereinigte 25-OH-D3-Biotin-Verbindung (25-OH-Vitamin-D3-3p- 

3'[6-N-(biotinyl)-hexamido]amidopropylether) aus Beispiel 1 in ein NMR-Rohrchen gegeben und 
mit 1 ml Losungsminel versetzt. Das Losungsminel war eine Mischung aus Deuteriochloroform- 
:Deuteroacetonitri!:D20 im Verhaltnis 3:2:1 mit einem pH-Wert zwischen 4 und 5. Die Proben 
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woirden 200 Tage unter nachstehenden Bedingungen gelagen und in regelmaBigen Abstanden die 
NMR-Spektren untersucht. 



Probe 1 
Probe 2 
Probe 3 
Probe 4 



unter Lichtausschluss bei - 20*^C; 
unter Lichtausschluss bei +4-6°C; 
unter Lichtausschluss bei Umgebungstemperaiur; 

unter starker Lichteinwirkung (auf der Fensterbank) bei Umgebungstemperatur. 



Die Proben 1 und 2 zeigten iiber die ganzen Zeit keine wesentlichen Veranderungen im 
10 NMR-Spektrum. Eine HPLC-Anaiyse bestatigte, dass die Proben 1 und 2 auch nach 200 Tagen pro- 
tisches Losungsmittel intakt waren. Probe 3 zeigte eine minimale Veranderung im NMR-Spektrum 
nach 100 Tagen. Die HPLC-Analyse ergab, dass mehr ais 78% der Verbindung noch intakt war. 
Probe 4 war nach 2 Monaten abgebaut. Die Stabiiitatsuntersuchung zeigt, dass die Verbindung unter 
Ausschluss von Licht sehr bestandig ist, selbst in protischen Losungsmittein und ohne Kuhlung. 

15 Beispiel 3: 25-Hydroxy\itamin-D-ELISA mit 25-Hydrox\'> itamin-D3-3|3-3'16-N-(biotinyl)- 
hexamido]amidopropylether 

Die Bestimmung erfolgte nach dem in Fig. 2 gezeigten Prinzip. Hierzu musste zunachst 25- 
OH-Vitamin-D-33-3'[6"N-(biotinyl)hexamido]amidopropylether uber Streptavidin an eine feste 
Phase gebunden werden. 

20 (i) Beschichiwig ewer Mikroiiterplotte mit Streptcn'idin 

In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurde jeweils 100 ng Streptavidin gegeben, gelost 
in 200 ^il 60 mM NaHCO?, pH 9,6, und die Platte iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Streptavidin- 
Losung in den Vertiefungen wurde entfemt und jede Vertiefung fiinfmal mit 200 pi Waschpuffer 
(PBS, pH 7.4 mit 0.05% T\veen-20) gewaschen. Dann wurde in jede Vertiefung 250 \x\ Assaypuffer 

25 gegeben. Fur den Assaypuffer wurde 5 g Casein in 100 ml 0,1 N NaOH gelost und mit PBS, pH 7,4 
auf 1 L Volumen aufgefullt. Die Losung wurde eine Stunde gekocht, das Volumen mit destillieriem 
Wasser auf einen Liter erganzt, der pH-Wert auf 7,4 eingesteilt und 0,1 g Thimerosal zur 
Vermeidung von Mikrobenwachstum zugefiigt. Die Vertiefungen in der Mikrotiterplane wurden 
eine Stunde bei Raumtemperatur mit Assaypuffer inkubiert, dann der Assaypuffer entfemt und jede 

30 Vertiefiing fiinfmal mit je 200 \x\ Waschpuffer gewaschen. 

(ii) Bivdviig von IS-Hydroxyvitamm-D s-Sf^-S *[ 6-N- {bwtinyl)hexamido]amidopropyIether 

Es wurde in eine jede Vertiefung 100 nl Biotin-Vitamin-D-Losung gegeben (10 ng 25-OH- 
Vitamin-D-33-3*[6-N-(biotinyl)hexamido]amidopropylether in 100 ^1 Waschpuffer) und eine Stunde 
bei Raumtemperatur im Dunkeln und unter Schiitteln inkubiert. Dann wurde die Biotin-Vitamin-D- 

35 Losung aus den Vertiefungen entfemt und Jede Vertiefung fiinfmal mit je 200 pi Waschpuffer 
gewaschen. Es folgte in fliissiger Phase die kompetitive Bindung von Vitamin-D-bindenden Protein 
in Gegenwart von 25-OH-Vitamin-D aus Standard oder Probe. 
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(Hi) Probeuvorbereitwig 

Es wurde 50 ^1 Serum in einem 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaB mit 200 ^iJ Ethanolabs 
(vorgekiihlt auf-20°C) durch Vortexen gemischt und 20 Minuten bei -20°C ausgefallt. Die Proben 
wurden in einer Eppendorf-Tischzentriftige bei maximaler Umdrehung zentrifugiert und die Uber- 
5 stande abgenommen und im ELISA eingesetzt. 

Man kann in der Kegel davon ausgehen, dass Plasma oder Serumproben bei 4*^0 enva 2 
Wochen stabil sind. Bei langerer Lagerung mussen sie bis zur Bestimmung tiefgefroren werden. 
Urinproben mussen vor einer Lagerung mit 1 N NaOH auf einen pH-Wert zwischen 6 und 8 eingestellt 
werden. Sie konnen dann bei 4°C enva 14 Tage aufbewahrt werden; bei langerer Lagerung mussen auch 
1 0 sie bis zur Bestimmung tiefgefroren werden. 

(iv) Kompetitive Bindwig 

Es wurde jeweils 100 ^il Vitamin-D-bindendes Protein, isoliert aus Ziegenserum (1:15000 in 
Assaypuffer mit 3% (w/v) PEG 6000), zusammen mit 10 ^1 Standard, Kontrolle oder Probe (10 ^1 
Oberstand aus der Probenvorbereitung) in die Vertiefungen gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde 24 
15 Stunden bei 4°C im Dunkeln und unter Riittein inkubiert. Dann wurden die Losungen aus den 
Vertiefungen entfernt und die Vertiefungen funfmal mit je 200 ^il Wasclipuffer gewaschen. 

(v) Bestinvmmg der kowpetinven Bindwig 

Es wurde jeweils 100 \i\ Kaninchen-anti-Vitamin-D-Bindungsprotein (1:10000 verdiinnt in 
Assaypuffer mit 3% (w/v) PEG 6000) in die Vertiefungen gegeben und eine Stunde im Dunkeln und 

20 unter Riittein bei Raumtemperatur inkubiert. Die Losungen wurden aus den Vertiefungen entfernt 
und jede Vertiefung funfmai mit je 200 ^1 Waschpuffer gewaschen. Die quantitative Bestimmung 
erfolgte mit 100 \x\ anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase (1:20 000 verdiinnt in Waschpuffer). Es wurde 
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden Antikorper-Losungen abgenommen und 
eine jede Vertiefung funfmal mit je 200 ^1 Waschpuffer gewaschen. Fur die Farbreaktion wurden 

25 100 \i\ Tetramethylbenzidin(TMB)-Substrat-Losung (gebrauchsfertig von NOVUM Diagnostika 
GmbH, Dietzenbach, DE) in die Vertiefungen gegeben. Nach 30 Minuten wurde die 
Farbent^vicklung gestoppt durch Zugabe von 50 ^1 2 M H2SO4 pro Vertiefung. Die Messung der 
optischen Dichte erfolgte bei 450 nm. Die nachstehenden Tabellen II und 111 zeigen das Pipettier- 
schema fiir die Mikrotiterplatte sowie die Werte fur die optische Dichten. 

30 AIs Standard wurden Losungen von 25-OH-Vitamin-D3 in Assaypuffer mit foigenden Kon- 

zentrationen eingesetzt: 0, 8, 20, 50, 125 und 312 nMol/L (siehe Eichkurve in Fig, 5A). AIs 
Kontrolle bzw. Proben dienten vier Seren von Patienten mit einer D-Hypovitaminose (Proben-Nrn. 
24, 203, 963, 965) und sowie vier willkurlich ausgewahlte Nomialseren (Proben-Nrn. NP 18, NP 25, 
NP 34, NP 37 - Testreihen 3 und 4). Von den Vitamin-D-Mangelseren wurde zudem die 25-OH- 

35 Vitamin-D-Konzentration durch kompetitiven Bindungsassay mit Hilfe von -^H-25-OH-Vitamin-D 
bestimmt. Ais weitere "Kontrolle" dienten vier Losungen, bei denen die jeweilige Konzentration an 
25-OH-Vitamin-D aus anderweitigen Bestimmungen bekannt war, enrvveder aus den Hersteller- 
angaben oder durch einen kompetitiven Bindungsassay (CBPA) mit -^H-25-OH-Vitamjn-D. 
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Tabelle II 

Probenanordnung 



Pipenier 
Schema 


Standard 
nMoI/L 


Doppelwen 
von Spalte I 


Serumprobe 
Nr. 


Doppelwen 
von Spalte 3 


Kontrollen 


Doppelwen 
von Spalte 5 


Reihe / 
Spalte 


I 


2 


3 


4 


5 


6 


A 


NSB 


NSB 


24 


24 


Ki (CBPA) 


Kl (CBPA) 


B 


0 


0 


203 


203 


K2 (CBPA) 


K2 (CBPA) 


C 


8 


8 


963 


963 


K3 (HPLC) 


K3 (HPLC) 


D 


20 


20 


965 


965 


K4 (HPLC) 


K4 (HPLC) 


E 


50 


50 


NP 18 


NP 18 






F 


125 


125 


NP25 


NP25 






G 


312 


312 


NP34 


NP34 






H 






NP37 


NP37 







NSB; Nichtspezifischer Bindungspuffer (Assaypuffer ohne Vitamin-D-Bindunssprotein) 



Tabelle in 

Messwerte nach 30 Minuten Farbentwicklung 



OD 


Standard 


Doppelwen 


Serumprobe 


Doppelwen 


Kontrollen 


Doppelwen zu 


450 nm 




zu Spalte 1 


Nr. 


zu Spalte 3 




Spalte 5 


Reihe / 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


Spalte 














A 






0.947 


1.023 


1.903 


2.300 


B 


2.256 


2.182 


0.853 


0,910 


0.393 


0.371 


C 


1.845 


1.861 


0.646 


0.637 


1.674 


1.586 


D 


1.432 


1.456 


1.429 


1.303 


0,578 


0,634 


E 


0.625 


0.612 


0.524 


0.547 






F 


0.287 


0.261 


0.454 


0.419 






G 


0.156 


0.176 


0.341 


0.368 






H 






0.421 


0.386 








2,801 


2.676 











Aus den Mittehvenen der Spalten I und 2 und den bekannten Konzentration an 25-OH- 
Vitamin-D wurde die in Fig. 5A gezeigt Eichkurve erstelll. Die Ordinate zeigt die optische Dichte 
als Mittelwert der beiden Messungen bei 450 nm; die Abszisse die Konzentration an 25-OH- 
Vitamin-D in nMol/L Die Ergebnisse sind in der Tabelle 5 zusammengefasst. 

Beispiel 4: Vergleichende Bindungsanalyse mit ^H-25-OH-Vitamin-D als kompetiriver Partner 

Soweit nicht anders angegeben ist, waren alle Reagenzien Puffer und Materialien gleich wie 
im vorgenannten Beispiel 3. Als kompetitiver Bindungspartner (Tracer) diente Tritium-markiertes 
25-OH-Vitaniin-D.v 

Abweichend zu Beispiel 3 wurden die Messproben durch Extraktion (in Einzelwerten) 
aufgereinigt. Hierzu wurde jeweils 50 ^1 Probe [nicht-spezifischer Assaypuffer NSB, Standard, 
Kontrolle, Patientenprobe (Plasma, Serum oder Urin)] in ein 1.5 ml EinmalreaktionsgefaB gegeben, 200 
p.1 Acetonitril hinzugefiigt, gemischt, die Gefafiwande freizentrifugiert, und die Mischung 20 bis 30 
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Minuten bei 4°C inkubiert. Das Gemisch \vurde 10 Minuten bei 1700 x g zentrifugiert. Die 

Bestimmungen erfoigten in Doppelwerten mit den Uberstanden. 

Hierzu wairde 25 ^1 klarer Uberstand in ein Glasrohrchen (oder in ein Spezial-RIA-Gefafl von 

SarstedL Darmstadt) iiberfuhrt, und 10 |il Tracer C^H-25-OH-D), 300 Assaypuffer und 100 
5 Vitamin-D-bindendes Protein (nicht in MSB) hinzugeben. Der Rohrcheninhalt \vurde gemischt, eine 

Stunde bei A^C inkubiert, und zum Entfemen von nicht gebundenem radioaktiven Tracer 100 ^l 

Aktivkohlesuspension (aktivkohlelialtiger Phosphatpuffer mit 0,1% NaN?) zugegeben. Der 

Rohrcheninhalt \vurde gemischt, 3 bis 5 Minuten bei 4°C inkubiert, und die Aktivkohle durch 10 

Minuten Zentrifugieren bei 1700 x g pellettiert. Es \vurde dann jeweils 400 Uberstand in ein 
10 ZahlgefaB (7 ml) uberfuhn und nach Zugabe von 2 ml Szintillatorflussigkeit wie Aquasafe™ 30O oder 

HiSafe^^' III die im Uberstand befindliche Radioaktivitat gezahit (2 Minuten in einem Beta-Counter). 

Die Messwerte fur die Kontrollen nach Erstellung der Eiclikurve sind in Tabelle 5 gezeigt. 

Der Vergieich mil dem ELISA nach Beispiel 3 zeigt, dass fur beide Assayverfahren (ELISA 

und CBPA) gilt, dass der Nomibereich fur 25-OH-Vitamin-D im Plasma oder Serum et\va 25 - 125 
15 nmol/1 ist. Die Nachweisegrenze dieser Testsysteme wurde festgesetzt als Bo + 2SD. Sie betragt etv^a 

2,5 nmol/1. 

Kreuzreaktionen: Zu Aktivkohle behandeltem Serum wurde 25-OH-Vitamin-D2 (125 nmol/1), 
24,25-(OH)2-Vitamin-D.^ (250 nmol/I) und U25-(OH)2-Vitamin.D3 (250 nmol/1) zugesetzt. Das 25-OH- 
Vitamin-D: reagierte zu 60%, das 24,25-(OH)2-Vitamin-D3 zu 100% kreuz, wahrend das l,25-(OH)2- 
20 Vitamin-D3 keine Kreuzreaktivitat zeigte. Ahnliche Ergebnisse werden auch fiir erfmdungsgemaBe 
multiftinktionelle 25-OH-Vitamin-D-Konjugate geftmden bzw, erwartet. 

Reproduzierbarkeit: In Wiederholungsmessungen (n=ll) einer 25-Dihydroxy-Vitamin-D3- 
hahigen Probe wurden nachstehende Resultate erzielt. Ahnliches gilt auch fiir Messungen mit Hilfe der 
multifunktionellen 25-OH-Vitamin-D-Konjugate gemaB der Erfmdung: 

25 

Tabelle IV 



I ntraassayvar i anz : 





Anzahl 


Minelwert 
nmol/1 


VK% 


Probe I 


32 


11.3 


12.5 


Probe 2 


32 


318 


7.2 


Interassayvarianz 






Anzahl 


Mitteiwert 
nmoI/1 


VK% 


Probe I 


9 


9,9 


17 


Probe 2 


9 


310 


1 1 



30 
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Klinik: 





Anzahl 


Mittelwert 
nmol/l 


Normalpersonen 


35 


54 


Patienten mit Schcnkelhalsbriichen 


43 


9,5 



Fiir die in Beispiel 3 genannten Proben wurden mit den Verfahren nach Beispiel 3 und 4 
folgende 25-OH-Vitamin-D-Kon2entrationen ermittelt. 

5 

Tabelle V 



Serumproben 
Nr. 


ELISA mil 
25-OH-D- 

Bioiin 
nMoI / L 


CBPA mit 
-'H-25-OH- 
D 

nMol / L 




Konirollen 


ELISA mil 
25-OH-D- 

Biotin 
nMol/L 


Alternative 
Bcsiimmung 
nMol / L 


24 


32.9 


33.3 




Kl 


Feb 1 wen 


20 (a) 


203 


36.8 


29.19 




K2 


76.8 


75-125 (a) 


963 


48.9 


38.4 




K3 


15.0 


20-33 (b) 


965 


21.8 


15.8 




K4 


51-3 


72-120 (b) 


NP 18 


57.0 












NP25 


67.9 




(a) CBPA mil ^H-25-OH-D 

(b) Herstelierangabe 


NP34 


82.4 




NP37 


72.9 





Die von den Herstellern angegeben Wene waren genereil hoher als die im kompetitiven 
10 Bindungsassay ermittelten Konzentrationen. Dies iasst vermuten, dass sich in den iiberiassenen 
Proben bereits ein erheblicher Teile des 25-OH-Vitamin-D zersem bzw. durch Lichteinwirkung 
umgeiagert hatte. 

Beispiel 5: Kontrolle der ELISA-Bestimmung durch HLPC 

Es wurden daher in verschiedenen Proben die 25-OH-Vitamin-D-Konzentration durch 
15 ELISA gemaB Beispiel 3 und zur Kontrolle durch HPLC nachbestimmt. Fiir die Eichkurve wurden 
Standards verwendet mit Vitamin-D.vKonzentrationen von 0, 8, 20, 50, 125 und 312 nMoi/1. Alle 
Proben und Standards wurden in Doppelwerten bestimmt. Die 25-OH-Vitamin-D3-Konzentration 
der Proben wurde dann anhand der Eichkurve aus den Mittel der Doppelwerte berechnet. 

Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle VI gezeigt. 

20 
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Tabelle VI 



Probe 


25-OH-Viiamin-D3 [nMol/L] 




HPLC 


ELISA 


I 


20-33 


30 


2 


72-120 


76 




79-102 


96 


4 


< 15 


< Nachweiserenzc j 


D 


< 15 


7.4 



Beispiel 6: Langzeitstabilitat von 25-Hydroxyvitaniin-D-Konjugat in der ELISA-Bestimmung. 

Es wurden Eichkurven mit gleichen Standardlosungen und Reagenzien gemafi dem Beispiel 
5 3 nach 60 und 100 Tagen wiederiiolt, urn zu ermitteln, inwieweit sich cine ELISA-Bestimmung mit 
erfmdungsgemaBen Biotin-25-OH-Vitamin-D-Konjugat im Laufe der Zeit verandert, wenn die 
Reagenzien zwischenzeitlich bei 4 bis 6*C im Dunkeln gelagert werden. Die naciistehende Tabelle 
zeigt die jeweiligen optischen Dichten nach 30 Minuten Entwicklung (siehe Beispiel 3) 

10 Tabelle VII 



Standard 


Standard 


Doppelwert 


Nach 60 


Doppelwert 


Nach 100 


Doppelwert zu 






zu Spalte 1 


Tagcn 


zu Spalte 3 


Tagen 


Spalte 5 


nMol/L 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


NSB 






0,191 


0.280 


0.088 


0.109 


0 


2.256 


2.182 


2.227 


2.285 


K471 


1.562 


8 


1,845 


1.861 


2.041 


2.125 


1.345 


1.366 


20 


1.432 


h456 


1.860 


1.903 


1.079 


1.060 


50 


0.625 


0.612 


1.293 


1.214 


0.610 


0.690 


125 


0.287 


0.261 


0.606 


0.615 


0.442 


0.329 


312 


0.156 


0.176 


0.448 


0.434 


0,293 


0.257 



Werden die Werte der verschiedenen Eichkurven, abzuglich der jeweiligen nichtspezifi- 
schen Bindung, in ein Diagramm aufgetragen (siehe Fig. 5B), so ist leicht ersichtlich, dass die 
15 Eichkurven abgesehen einer relativen vertikaien Verschiebung die gleiche Form besitzen. Dies zeigt, 
dass sich die Empfindiichkeit und Spezifitat der ELISA-Bestimmungen iiber den genannten 
Zeitraum nicht verandert hat, 

Beispiel 7: 25(OH)-Vitamin-D3-ELISA-MTP mit anti-Vitamin-D-Bindungsprotein 

Der Versuch erfolgte im Wesentlichen nach dem Protokoll von Beispiel 3 und dem in Fig. 4 
20 gezeigten Prinzip. Es wurden folgende Puffer verwendet: a) Waschpuffer: PBS, pH 7.4 mit 0.05% 
Tween-20; b) Assaypuffer: 5 g Casein wurden in 100 ml 0.1 N NaOH gelost und mit PBS, pH 7,4 
auf 1 I aufgefiillt. Dann wurden 3% (w/v) PEG-6000 sowie 0.1 g Thimerosal™ hinzugefiigi. Alie 
Inkubationen erfoigten im Dunkeln und unter Schiittein. 

(i) Beschichtimg der Mikrotiterplatte 
IS In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden jeweils 100 ^1 Kaninchen-anti-Vitamin-D- 
Bindungsproiein in 60 mM NaHCO^, pH 9,6 gegeben und die Platte iiber Nacht bei 4°C inkubiert. 
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Die Losungen wiirden entfemt und jede Vertiefung funfmal mit 200 \i\ Waschpuffer gewaschen. 
Dann \vurde 250 ^1 Assa>'puffer in jede Vertiefung gegeben und die Platte eine Stunde bei Raum- 
temperatur inkubiert. Der Assaypuffer wurde entfemt und eine jede Vertiefung funfmal mit je 200 ^il 
Waschpuffer gewaschen. 

5 O'iJ Probenvorbereitung 

Es wurde 50 ^1 Serum, Plasma oder Standard in einem 1.5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaB mit 200 pi 
Ethanolabs (vorgekuhit auf -20 C) gemischt, gevortext und dann 20 Minuten bei -20°C ausgefallt. 
Die Proben wurden in einer Eppendorf-Tischzentrifuge bei maximaler Umdrehung zentrifugiert, Der 
Uberstand wurde abgenommen und im ELISA eingesetzt. 
10 (Hi) ELISA 

Als Erstes wurde in eine jede Vertiefung 100 pi Vitamin-D-Bindungsprotein, verdunnt in 
Assaypuffer, gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, Dann wurde die Platte 
ausgeschlagen und eine jede Vertiefung funfmal mit je 200 pi Waschpuffer gewaschen. 

Danach wurden je 100 pi Biotin-Vitamin-D, verdunnt in Assaypuffer, zusammen mit lOpl 
^ 15 Standard, Probe oder Kontrolle in die Vertiefungen gegeben. Die Platte wurde 24 Stunden bei 4°C 
inkubiert. Die Losungen wurden wiederum entfemt und eine jede Vertiefung funfmal mit je 200 pi 
Waschpuffer gewaschen. 

Als Drittes wurde jeweils 100 pi Peroxidase-gekopppeltes Streptavidin einer 1:10000- 
Verdunnung in Waschpuffer in die Vertiefungen gegeben und 45 Minuten bei Raumtemperatur 
20 inkubiert. Die Platte wurde ausgeschlagen und jede Vertiefung funfmal mit je 200 pi Waschpuffer 
gewaschen. 

Fur die Farbreaktion wurden 100 pi TMB-Substrat-Losung in jede Vertiefung gegeben. 
Nach ausreichender Farbent\\'icklung (30 Minuten) wurde die Reaktion mit 50 pi 2M H2SO4 pro 
Vertiefung beendet. Die Messungen der optischen Dichte erfolgte bei 450 nm. Es wurden ahnliche 
25 bis gleiche Ergebnisse erhalten, wie in Beispiel 3 bzw. Tabelle V. 

Beispiel 8: Inhalt einer Testpackung bzw. eines Reagenziensatzes zur Bestimmung von 
25-Hydroxwitannin-D und la^5-Dihydroxyvitamin-D: 

Inhalt der Testpackung bzw. Testreagenzien und deren Vorbereitung: 

Standards, bspw. 6 Flaschchen 25-OH-Vitamin-D-Standards mit den Konzentrationen 0, 8, 20, 50, 
30 125 und 312 nmol/1; gebrauchsfertig in Waschpuffer. 

Mikrotiterplatten, bspw. mit Streptavidin beschichtet, steril verpackt und vorgewaschen. 

Pufferldsungen, bspw. Waschpuffer, NSB-PufiFer und Assaypuffer, Stopplosung. 

Kontroilen, bspw. zwei Flaschchen 25-OH-Vitamin-D-KontrolIen in Humanserum. Kontrolle 1 (30 

nMoI 25-OH-D/LX Kontrolle 2 (80 nMoI 25.0H-D/L). 
35 Tracer, bspw. ein Flaschchen mit Biotin-Vitamin-D (25-OH-Vitamin-D3-3p-3*[6-N-(biotinyl)- 

hexamido]amidopropyIether) in Waschpuffer (100 ng/ml) 

Vitamin-D-Bindungsprotein, bspw, ein Flaschchen mit Bindungsprotein aus Ziegensenim in 
Phosphatpuffer mit 0,1% NaN^ als Stabilisator. 
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Marker, bspw. ein Flaschchen anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase in Waschpuffer. 
TMB-Ennvicklerlosung, bspw. ein Flaschchen stabilisierte Tetramethylbenzidin-EnUvicklerlosung in 
Waschpuffer. 

Beispiel 9: ELISA zur quantitativen Bestimmung von l,25-Dihydrox}'vitamin-D 

5 Die Bestimmung von 1,25-Vitamin-D3 erfolgte nach dem in Fig. 2 dargestellten Prinzip, nur 

dass als Tracer L25-Dihydroxy-Vitamin-D5-Biotin-Verbindung diente. Bei der Kompetition wird 1,25- 
Dihydroxyvitamin-D? aus Standard oder Probe zusammen mit einem 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D- 
Bindungsprotein, einem monoklonalen Maus-anti-la,25-Dihydroxyvitamin-D-Antikorper (B. Mawer et 
al. in Steroids, 1985, 46, 741-754), zusammengegeben. Das l,25-Dihydroxyvitamin-D5 aus Standard 

10 Oder Probe und die immobilisierte l,25-Dihydroxyvitamin-D5-Biotin-Verbindung konkurrieren dann 
um die Bindungsstelle des Antikorpers. Der Nachweis erfolgt mittels Peroxidase-markierten 
Antikorpem (Ziege-anti-Maus-lgG-POX). 

(i) Die Beschichtung der Mikrotiterplatten mit Streptavidin erfolgte wie in Beispiel 3, wobei 
aber der Waschpuffer 0.1% Triton'^M X-100 als Detergens enthielt. Anders als in Beispiel 3 wurden die 

15 Vertieftingen der Mikrotiterplatte nach der Behandlung mit der Streptavidin-Losung nicht mehr mit 
Waschpuffer gewaschen, sondern jeweils eine Stunde mit 250 \i\ wassriger Sorbitol-Losung (Karion™ 
F 1:4 in Wasser) behandelt. Die Bindung des Tracers (1,25-Dihydroxyvitamin-D-Biotin) erfolgte wie in 
Beispiel 3, nur dass in jede Vertiefung 200 \x\ Tracer-Losung gegeben wurde (20 ng L25-Dihydroxy- 
Vitamin-D-3P-3*[6-N-(biotinyl)hexamidolamidopropylether in Waschpuffer). Das L25-Dihydroxy- 

20 vitamin-D-Biotin wurde wie in Fig. 1 schematisch aufgezeigt syntlietisiert, nur dass nach dem ersten 
Scliritt die im Unterschuss 3-cyanoethylierte 1-OH-Vitamin-D-Zwischenverbindung isoliert wurde. Es 
kami aber auch beliebig eine der nachfolgenden Zwischenverbindungen bzw. nach einer Mischsynthese 
spezifisch der 1.25-Dihydroxy-Vitamin-D-3p-3^[6-N-(biotinyl)hexamido]amidopropylether mittels 
HPLC isoliert werden. 

25 (ii) Da im menschlichen Serum das Verhaltnis von 25-OH-Vitamin-D3 zu 1,25- 

Dihydroxyvitamin-D3 in der Regel im Bereich von 1000:1 liegt, bedarf die quantitative Bestimmung 
von K25-Dihydroxwitamin-D einer griindlichen Vorbereitung der Proben durch eine kombinierte 
Verteilungs- und Adsorptionschromatographie. Im ersten Scliritt wurden hierzu Extrelut™-Kieselgur- 
Saulen (Merck, Darmstadt) mit je 500 ^1 Tris-Puffer aquilibriert und dann auf die Saulen jeweils 500 ^l 

30 Standard, Kontrolle oder Untersuchungsprobe - in Duplikaten - aufgetragen; die Proben konnten dann 
10 Minuten auf den Saulen einziehen. Die Abtrennung der Vitamin-D-Verbindungen von der 
Extrelut'*"^'-Saule erfolgte durch 4 ma! 1 ml Diisopropylether im Abstand von jeweils drei Minuten. Der 
Extrelut™-Extrakt wurde unmittelbar auf eine Silica-Kartusche (Merck, Darmstadt) uberfuhrt und die 
Extrelut™-Saule verworfen. Die Silicasaule wurde 5 mal mit 2 ml Isopropanol/Hexan (4/96 v/v) und 3 

35 mal mit 2 ml Isopropanol/Hexan (6/94 (v/v)) gewaschen. Das 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D wurde dann 
mit 2 mal 2 ml Isopropanol/Hexan (25/75 v/v) von der Silicasaule eluiert und unter Stickstoffstrom bei 
37''C Oder in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Die Standard- und Untersuchungsproben wurden 
schlieBIich in 20 ^l Ethanol p.a. aufgenommen, mit je 200 \x\ Maus-anti-l,25-Dihydroxyvitamin-D- 
Antikcjrperlosung (1: 150000 in RRA-Assaypuffer: 50 mM KH2PO4, 15 mM KCl, 1,25 mM EDTA, 
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3mM Mercaptoethaiiol, pH 7,5) versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur vorinkubiert — moglichst 
zeitgleich mit der Belegung der Streptavidin-behandelten Mikrotiterplatte mit dem 1,25-Dihydroxy- 
vitamin-D-Biotin-Tracer. 

(iii) Die Vertiefungen der Tracer-beschichteten Mikrotiterplatte wurden 5 mai mit je 300 pi 
Triton™-WaschpufTer gewaschen und auf saugfahigem Papier ausgeschlagen. Dann wurde 200 ^il 
Ajnikorper-Probeniosung aus der Vorinkubation in die Vertiefungen iiberfulirt und eine Stunde im 
Dunkeln und unter Schuttein bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Entfemen der Losungen aus 
den Vertiefungen wurden diese funfmal mit je 200 |il Waschpuffer gewaschen. Die quantitative 
Bestimmung erfolgte analog Beispiel 3 durch eine Stunde Inkubation mit 200 ji! Kaninchen-anti-Maus- 
IgG-Peroxidase (1:10000 in Waschpuffer) bei Raumtemperatur, funfmal Waschen der Vertiefungen mit 
300 \x\ Waschpuffen eine Farbreaktion im Dunkeln mit 200 |il TMB-Substratlosung (gebrauchsfertig 
von NOVUM Diagnostika GmbH, Dietzenbach) , Stoppen der Farbreaktion nach 1 5 Minuten durch 
Zugabe von 50 2 M H2SO4 und Bestimmen der Extinktion bei 450 nm. 

Die nachstehende Tabelie VIII zeigt die Ergebnisse der 1 ,25-Dihydroxyvitamin-D-Bestim- 
mung im Serum von 11 Dialysepatienten und sechs willkurlich ausgewahlien Normalpersonen. 
Zur Ermittlung der Eichkurve bzw. ais Standard wurden Losungen von 1,25-Dihydroxyvitamin-D 
in Assay puffer mit folgenden Konzentrationen eingesetzt: 0, 6,6, 20, 60 und 180 pg/ml (siehe 
Eichkurve in Fig. 5C). 
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Tabelle Vin 



Pipettier 
Schema 


Standard 
1,25-OH-Vit.D 
|pg /mil 


Anmerkungen 


OD 
450 nm 


Doppel- 
wert 


Mittelwert 


Standard- 
Abweichung 


1 


0 


Eichkurve 
Siehe Fig. 5C 


0,784 


0.781 


0.782 


0,002 


2 


6.6 


0.732 


0.741 


0,737 


0.006 


3 


20 


0,628 




0.628 




4 


60 


0,484 




0.484 




5 


180 


0,233 




0.233 




Kontroll- 

Serum 
98-08-295 


50,1 


Sollbcrcich: 23-63 pg/ml 

Mittel: 43.21 pg/ml 
S.D. : 6,62 pg/ml 


0,493 








Proben- 
Nummer 


Messwert 
Ipg/ml] 












1 


6.5 


\ Serumproben von 
Diaiysepatienien 

Mitieiwert: 20.5 
S.D !7.2 

>Ivlculan IJ,** 


0.705 


0.733 


0.719 


O.OzU 


2 


39.1 


0.564 


0,508 


0.536 


0.040 


3 


57.8 


0.475 


0.458 


0.466 


0,012 


4 


12.2 


0,672 


0,687 


0.679 


0,010 


5 


0.3 


0,776 


0,774 


0.775 


0,002 


6 


4,0 


0,667 


0,816 


0.741 


0,105 


7 


13.4 


0,642 


0,700 


0.671 


0.041 


8 


39.4 


0,565 


0.504 


0.535 


0,043 


9 


22.1 


0,619 


0,618 


0,000 




10 


22.6 


0.531 


0-700 


0.616 


0.119 


n 


8.6 


0,705 




0.705 




Vergleichs- 
proben 




/ 










1 


52.9 


^ Serumproben von 
Normalpersonen 

iMineiwen 46.0 
f S.D. 9.7 
Median 47.8 


0.502 


0.464 


0.483 


0.027 


2 


42.6 


0.518 


0.525 


0.522 


0,005 


3 


35.3 


0.522 


0,583 


0.553 


0,043 


4 


32.9 


0.571 


0.556 


0.563 


0,010 


5 


59.2 


0,410 


0,514 


0.462 


0.073 


6 


53.1 


0.485 


0.480 


0.482 


0,003 



5 Fig. 14 veranschaulicht in einem Balkendiagramm nochmals die gefundenen Werte fiir 

Dialyse- und Normal pat ienten, wonach das Serum von Dialysepatienten im Schnitt deutiich weniger 
aktives L25-Dihydroxyvitamiu-D enthalt. Die groBe Varianz der Werte bei den Dialysepatienten 
zeigt zudem die Notwendigkeit, bei Dialysepatienten den Gehalt an aktiviertem 1,25-Dihydroxy- 
vitamin-D im Serum noch verstarkt zu kontrollieren, um den typischen Folgen eines Vitamin-D- 

1 0 Mangels besser entgegentreten zu konnen. 
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PATENTANSPRUCHE 
Vitamin-D-Derivat der Formel: 




worin ist: 

O das Sauerstoffatom einer Ethergruppe; 

X eine substituierte oder unsubstituierte Kohlenwasserstoffstoffgruppe von 0,8 bis 4,2 

nm Lange, die ubliche Heteroatome wie S, O, N oder P aufweisen kann 
Y Wasserstoff oder Hydroxy; 

A eine Tracer-Gruppe, die von einem bindenden Protein mit holier Affinitat gebunden 
werden kann; 

R eine substituierte oder unsubstituiene Kohlenwasserstoff-Seitengnippe von 
Vitamin-D oder eines Vitamin-D-Meiabolits. eine Seitengruppe von Vitamin-D2 
oder D3, die 25-OH-Seitengruppe von Vitamin-Di oder 



Vitamin-D-Derivat nach Anspruch 1, wobei A ausgewahlt ist aus Biotin, Digoxigenin, 
Tyrosin, FITC substituiertem Tyrosin, substituierten Aminosauren, charakteristischen 
Aminosaure- und Peptidsequenzen, FITC, Proteinen und Peptidgruppen, Protein A, Protein 
G, Vitamin-D-Derivaten, 25-OH-Vitamin-D. 

Vitamin-D-Derivat nach Anspruch 1, wobei A eine Verbindung ist der Formel (I), welche in 
der 33-Stellung uber eine Etherbriicke mit der Abstandsgruppe X verbunden ist. 

Vitamin-D-Derivat nach irgendeinem Anspruch 1 bis 3, wobei die Abstandsgruppe eine 
Lange von 0,8 bis 2 nm, besonders bevorzugt 0,9 bis 1,5 nm. 

Vitamin-D-Derivat nach irgendeinem Anspruch 1 bis 4, wobei die Abstandsgruppe eine 
Aminocarbonsaure-, ein Aminoundecansaure- oder ein Aminopolyetherrest ist. 
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6. Verfahren zur Herstellung eines Vitamin-D-Derivats nach irgendeinem Anspruch 1 bis 5, 
umfassend die Schritte: a) Cyanoethylierung von 25-Hydroxwitamin-D mit Acrylnitril in 
einem Gemisch mit Acetonitril, Kaliumhydrid und tert-Butanol und b) Reduktion der 
Nitrilgruppe mit LiH/LiAlH4. 

7. Verfahren zur quantitati\ en Bestimmung von 25-Hydroxy- und la,25-Dihydroxy-Vitamin- 
D-Metabolit in einer Probe, dadurch geicennzeichnet, dass ein Vitamin-D-Derivat nach 
irgendeinem Anspruch 1 bis 5 als Bindungspartner eingesetzt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Verfahren eine Proteinbindungsanalyse umfasst. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Verfahren die Bindung an einen Rezeptor umfasst. 

10. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Verfahren eine Bindung an einen Antikorper 
umfasst. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Verfahren ein kompetitiver Immunoassay ist, 
ausgewahlt aus RIA, EIA/ELISA, LiA und FiA. 

12. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Verfahren ein Sandwich-Immunoassay ist, 
ausgewahlt aus IRMA, lEMA/EUA, ILMA (Immunolumineszenzassay) und IFMA (Im- 
munofluoreszenzassay). 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 12, umfassend eine feste Phase, ausgewahlt aus 
Mikrotiterplatte und anderen festen Tragern, Mikropartikel, bevorzugt aus Agarose, 
polymerem Material, Cellulose, magnetische Mikropartikel. 

14. Verfahren nach einem Anspruch 7 bis 13, wobei das Verfahren automatisierbar in Fltissig- 
oder Festphase erfolgt. 

15. Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und la,25-Dihydroxy-Vitamin-D-Metaboliten 
nach irgendeinem Anspruch 7 bis 14, umfassend die Schritte: a) Beschichten eines festen 
Tragers mit Streptavidin; b) Zugabe von Biotin-Vitamin-D-Derivat nach irgendeinem 
Anspruch 1 bis 5; c) Zugabe der Probe und einer defmierten Menge Vitamin-D-bindendes 
Protein; d) Bestimmung des gebundenen Bindungsproteins mit markierten Antikorpem 
gegen Vitamin-D-bindendes Protein. 

16. Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und la,25-Dihydroxy- Vitamin- D-Metaboliten 
nach irgendeinem Anspruch 7 bis 14, umfassend die Schritte: a) Beschichten eines Tragers 
mit Antikorpem gegen Vitamin-D-bindendes Protein; b) Zugabe von Vitamin-D-bindendes 
Protein; c) Zugabe der Probe sowie einer deflnierten Menge Biotin-gekoppeltes Vitamin-D- 
Derivat nach Anspruch 1; d) Bestimmung der Menge gebundenes Derivat mit markiertem 
Streptavidin. 
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17. Verfahren nach irgendeinem Anspnich 7 bis 16, wobei die Bestimmung erfolgt durch 
Markierung mit einem Enzym, das eine Nachweisreaktion katalysiert 

18. Reagenziensau zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und la,25-Dihydroxy-Vitamin-D- 
Metaboliten nach einem Verfahren gemaC irgendeinem Anspruch 7 bis 17, dadurch 

5 gekennzeichnet, dass er eine standard isierte Menge Feststoff oder Losung eines Vitamin-D- 

Derivats gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5 aufweist. 
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International filing date {day/ month/year) 
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25 June 1998 (25.06.98) 
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C07C 401/00 
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IMMUNDIAGNOSTIK GESELLSCHAFT FUR PRODUKTION UND VERTRIEB VON 

LABORDIAGNOSTIKA MBH 



O 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



^ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authorit>' 
(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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International application No. 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


PCT/EP99/04418 


I. Basis of the report 


1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been Jumished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 


I 1 the international application as originaily filed. 






rvl the description, pases ^-^I 


, as originally filed, 




pages 


, filed with the demand. 




paees 


, filed with the letter of - 




paees 


, filed with the letter of - 




the clRims Nos 


, as originally filed. 




Nos. 


, as amended under Article 19, 


Nos. 


, filed with the demand. 




Nos. 1-13 


, filed with the letter of 


19 Januarv 2000 r 19.01 .2000') 


Nos, 


, filed with the letter of 




the drawings, sheets/fig 1/6-6/6 


, as originally filed, 




sheets/fig 


, filed with the demand, 




sheets/fle 


, filed with the letter of 




sheets/fie 


, filed with the letter of 




2. The amendments have resuhed in the cancellation of: 






1 I the description, paees 






1 1 the claims. Nos. 






1 1 the drawings. sheets/fig 






3 I 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 


4. Additional observations, if necessary: 
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IV. Lack of unity of invention 



1 . In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 
I I restricted the claims. 
I I paid additional fees. 
DKI paid additional fees under protest. 

□ 

neither restricted nor paid additional fees. 

I I This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68. 
2- 1 1 not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 
I I complied with. 

[X] not complied with for the following reasons: 

See supplemental sheet. 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 



all parts. 

I I the parts relating to claims Nos. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: I V . 3 



Since the applicant has paid the additional fee, all the 
inventions have been examined. The preliminary opinion, 
presented in the request to limit the number of claims 
or to pay additional fees" dated 10.04.00, remains 
provisionally valid, but a final decision on this matter 
will be reached as soon as possible in separate 
proceedings. The applicant will be notified of the 
result of this separate examination in a further report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-13 



1-11 



12, 13 



1-13 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

A. First invention (Claims 1-11) 

1. Dl discloses (cf. page 530, right-hand column, 
paragraph 2 after the title ''Experimental") a 
process for preparing aminopropylated 25- 
hydroxyvitamin D3 by cyanoethylat ion in t- 
butanol/acetonitrile in the presence of Triton B® 
followed by reduction of the nitrile group using 
LiAlH4/AlCl3. The problem to be solved by the first 
invention may therefore be seen to consist in 
providing a further process, improved as far as 
possible, to achieve the same end. 



The solution proposed in Claim 7 pertains 
essentially to the use of potassium hydride as a 
base in the first step and the addition of lithium 
hydride before reducing the nitrile group with 
LiAlH4 so that the 25-hydroxyl group is temporarily 
converted into lithium alkoxide. 

The applicant evidently considers .-(cf . .letter dated 
10.05.2000, paragraph 3.1) that in the process as 
per Dl (a) the two hydroxyl groups are 
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cyanoethylated in the first step, and (b) the 25- 
hydroxyl group is cleaved in the second step. 



The first argument is inconsistent with Ray, R. et 
aJ., Biochemistry, 1991, 30(19), pages 4809-4813 
(D2), cited in Dl . In particular, reference is made 
to page 4810, right-hand column, lines 4-5 from the 
bottom, where NMR data are indicated that 
demonstrate the presence of a single O-CH2-CH2-CN 
group . 



D1/D2 give no indication of whether the 25-hydroxyl 
group is still present in compound C. However, the 
applicant has used MS and complete NMR data to 
demonstrate that this group is preserved in the 
claimed process. 



It therefore appears that the process disclosed by 
D1/D2 does not enable the preparation of 25-hydroxy- 
or 1 , 25-dihydroxyvitamin D3 . The problem to be 
solved by the application should therefore be 
restated as consisting in providing a first process 
for the preparation of said substances. This 
problem must be considered solved by the features 
listed in Claim 7. 



Since the sensitivity of the 25-hydroxyl group 
described in D1/D2 is not clear, the proposal of 
steps to decrease it was not obvious. The claimed 
process may therefore be considered to involve an 
inventive step ( PCT Article 33(3)). 

Claim 1 comprises the steps upon which 
acknowledgement of the inventive step of the subject 
of Claim 7 is based. The process claimed therein 
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may therefore be considered to involve an inventive 
step (PCT Article 33(3)). 

3. Claims 2-6 are dependent on Claim 1; their subject 
matter may therefore likewise be considered to 
involve an inventive step (PCT Article 33(3)). 

4. Claims 8-11 pertain to a process for determining 
vitamin D metabolites in a sample, wherein the 
metabolites are determined using a compound prepared 
according to the process as per Claim 1, and to 
reagent kits for this purpose. Since these 
compounds could apparently not previously be 
prepared, their use for this purpose is also non- 
obvious . 

The subject matter of these claims is therefore 
likewise considered to involve an inventive step 
(PCT Article 33(3)). 

B. Second invention (Claims 12 and 13) 

These claims pertain to dimers of 25-hydroxy- or 
1 , 25-dihydroxyvitamin D derivatives. Although a 
number of possible advantageous properties of these 
compounds is listed in the description, these 
properties are not established in the application. 
It should be noted that none of the compounds as per 
Claim 12 has actually been prepared. It is 
therefore not possible at this time to define the 
technical problem that would be solved by the 
preparation of these compounds. In such cases no 
inventive step may be acknowledged (PCT Article 
33(3) ) . 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Pursuant to PCT Rule 5.1(a) (ii), the description should 
have cited Dl and WO-A-97/24 127 (D3) and briefly outlined 
the relevant prior art disclosed therein. Moreover, the 
disclosure of Ray, R. at al.. Biochemistry, 1991, 30(19), 
pages 4809-4813 (D2), is not completely discussed. 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Terms such as RIA, EIA/ELISA, LiA, FiA, IRMA and lEMA/EUA 
(cf. Claims 9 and 10) are not comprehensible in isolation 
from the description. The claims therefore cannot be 
considered clear. 
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VERTRAG UBeNIPe INTERNATIONALE ZUS/MlENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUN dg ! !Btfh l C M T — ' 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmetders Oder Anwalts 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN voriSufigen Prufungsbericht (Fomnblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/04418 


Internationales Anmeldedatum (T ag/Monat/Jahr) 
25/06/1 999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
25/06/1 998 


Intemationate Patentkiassification (IRK) Oder nattonale Klassifikation und IPK 
C07C401/00 


Annnelder 

IMMUNDIAGNOSTIK... et al. 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BE RIGHT umfaBt insgesamt 7 Blatter eInschlielBlich dieses Deckblatts. 

S Au3erdem liegen dem Bericht ANLAGEN bel; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 4 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



II 


□ 


III 


□ 


IV 




V 




VI 


□ 


VI! 


IS 


VIII 


IS 



Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



19/01/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



20.10.2000 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Janus, S 

Tel. Nr. +49 89 2399 8333 



^1 
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I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Hahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind iiim 
nicht beigefugt weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-21 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

1-13 eingegangen am 19/01/2000 mit Schreiben vom 18/01/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/6-6/6 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruclie, Nr.: 

□ Zeiclinungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericlit ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1. Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche Oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

K zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 
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2. □ Die Behorde hat festgestellt, da3 das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche Oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regein 13.1 , 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

K aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berlchts eine Internationale vorlaufige Prufung fur folgende Telle der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

IS alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-13 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -1 1 

Nein: Anspruche 12-13 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-13 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der Internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die Internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 
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VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

slehe Beiblatt 
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Bezuglich Abschnitt IV 

Da der Anmelder die zusatzliche Gebiihr bezahit hat, wurden alle Erfindungen 
gepruft. Die vorlaufige, in der "Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche 
Oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren" vom 10.04.00 dargelegte Meinung wird 
z.Z. aufrechterhaltet, eine endgultige Entscheidung zu dieser Frage wird aber in 
einem separaten Verfahren schnellstmoglichst getroffen. Vom Ergebnis dieser 
gesonderten Prufung wird der Anmelder mit einem separaten Bescheid informiert 
sein. 

Bezuglich Abschnitt V 

A. Erste Erfindung (Anspruche 1-11) 

1. D1 offenbart (vgl. Seite 530, rechte Spalte, zweiter Absatz nach dem Titel 
"Experimental") ein Verfahren zur Herstellung von aminopropyliertem 25- 
Hydroxyvitamin-Da durch Cyanoethylierung in Gegenwart von Triton B® in t- 
Butanol/Acetonitril und anschlieBende Reduktion der Nitrilgruppe mittels 
LiAIH4/AICl3. Die mit der ersten Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin 
gesehen werden, ein weiteres, moglichst verbessertes Verfahren zum gleichen 
Zweck bereitzustellen. 

Die in Anspruch 7 vorgeschlagene Losung betrifft im Wesentlichen die 
Verwendung von Kaliumhydrid als Base fur den ersten Schritt, und die Zugabe 
von Lithiumhydrid vor der Reduktion der Nitrilgruppe mit LiAIH4, damit die 25- 
Hydroxygruppe in das Lithiumalkoholat vorerst uberfuhrt wird. 

Offenbar ist der Anmelder der Meinung (vgl. Brief vom 10.05.2000, Absatz 3.1), 
dass im Verfahren gemaB D1 (a) beide Hydroxygruppen beim ersten Schritt 
cyanoethyliert werden und (b) die 25-Hydroxygruppe beim zweiten Schritt 
abgespaltet wird. 

Das erste Argument steht im Widerspruch zum in D1 zitierten Dokument Ray, R. 
et al., Biochemistry, 1991, 30(19), Seiten 4809-4813 (D2). Insbesondere wird auf 
Seite 4810, rechte Spalte, Zeilen 4 und 5 von unten, hingewiesen. Dort werden 
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NMR-Daten angegeben, die die Anwesenheit einer einzigen O-CH2-CH2-CN- 
Gruppe beweisen. 

Andererseits werden in D1/D2 keinerlei Angaben gemacht, ob die 25- 
Hydroxylgruppe in Verbindung C innmer noch anwesend ist. Dahingegen hat der 
Anmelder mit Hilfe von Massenspektren und vollstandigen NMR-Daten 
nachgewiesen, dass diese Gruppe beim erfindungsgemaBen Verfahren erhalten 
bleibt. 

Es erscheint daher, dass das aus D1/D2 bekannte Verfahren die Herstellung von 
aminopropylierten 25-Hydroxy- oder 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D3 nicht ernnoglicht. 
Die mit der Anmeldung zu losende Aufgabe ware somit als die Bereitstellung 
eines ersten Verfahrens zu diesem Zweck neu zu fornnulieren. Diese Aufgabe 
muB als durch die in Anspruch 7 aufgelisteten Merknnale gelost angesehen 
werden. 

Da die Empfindlichkeit der 25-Hydroxygruppe aus D1/D2 nicht ersichtlich ist, war 
es nicht naheliegend, MaBnahmen zur ihrer Reduzierung vorzuschlagen. Das 
beanspruchte Verfahren kann somit als erfinderisch angesehen werden (Art. 33.3 
PCT). 

2. Anspruch 1 beinhaltet die Schritte, die zur Anerkennug einer erfinderischen 
Tatigkeit fur den Gegenstand des Anspruchs 7 gefiihrt haben. Das darin 
beanspruchte Verfahren kann daher als erfinderisch angesehen werden (Art. 33.3 
PCT). 

3. Anspruch 2-6 sind von Anspruch 1 abhangig; deren Gegenstand kann somit 
ebenfalls als erfinderisch angesehen werden (Art. 33.3 PCT). 

4. Anspruche 8-1 1 betreffen ein Verfahren zur Bestimmung von Vitamin-D- 
Metaboliten in einer Probe, wobei diese Bestimmung mittels einer durch das 
Verfahren gemaB Anspruch 1 hergestellten Verbindung erfolgt, sowie 
Reagenziensatze dazu. Da diese Verbindungen offenbar vorher nicht hergestellt 
werden konnten, war es auch nicht naheliegend, sie zu diesem Zweck 
anzuwenden. 
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Der Gegenstand dieser Anspriiche wird daher ebenfalls als erfinderisch 
angesehen (Art. 33.3 PCT). 

B. Zweite Erfindung (Anspruche 12-13) 

Diese Anspruche betreffen Dimere von 25-Hydroxy- oder 1 ,25-Dihydroxy- 
Vitannin-D-Derivaten. In der Beschreibung werden zwar einige mogliche 
vorteilhafte Eigenschaften dieser Verbindungen aufgelistet, diese werden aber in 
der Annneldung nicht nachgewiesen. Es muB darauf hingewiesen werden, dass 
keine einzige Verbindung gemaB Anspruch 12 tatsachlich hergestellt worden ist. 
Es ist daher z.Z. nicht moglich zu bestimmen, welche technische Aufgabe durch 
die Bereitstellung dieser Verbindungen gelost wurde. In solchen Fallen kann 
keine erfinderische Tatigkeit anerkannt werden (Art. 33.3 PCT). 

Beziiglich Abschnitt VII 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) POT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1 und WO-A-97/24127 (D3) of- 
fenbarte einschlagige Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 
AuBerdem ist die Diskussion der Offenbarung von Dokument Roy R. et al., 
Biochemistry, 1991, 30(19), Seiten 4809-4813 (D2) unvollstandig. 

Bezuglich Abschnitt VIII 

Ausdrucke wie RIA, EIA/ELISA, LiA, FiA, IRMA Oder lEMA/EUA (vgl. Anspruche 9 
und 10) konnen nicht ohne die Beschreibung verstanden werden. Die Anspruche 
konnen daher nicht als klar angesehen werden. 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Verfahren zur Herstellung eines Vitamin-D-Derivats 
5 der Formel : 




10 



15 



20 



25 



worm xst 
R 



von Vitamin-D, 



eine 25 -Hydroxy-Seitenkette 
beziehungsweise Vitamin-Dj; 
Y Wasserstoff oder Hydroxy; 

A eine iiber eine Abstandsgruppe gebundene funk- 
tionelle Gruppe, die von einem Protein mit 
hoher Affinitat gebunden werden kann; 

gekennzeichnet durch die Schritte : 

a) Cyanoethylierung der 3 -Hydroxy -Gruppe einer 
Vitamin-D-Ausgangsverbindung in einem geeigne- 
ten Losungsmittel wie Acetonitril in Gegenwart 
von Kaliumhydrid und tert-Butanol ; 

b) Zugabe von Lithiumhydrid und Uberfiihren der 25- 
Hydroxy- Gruppe in das Lithiumalkoholat und 



KeauKtxon 



a-er 



Ni-rilgruppe 



c) 



Lithiumaluminiumhydrid; und 

Anhangen einer Abstandsgruppe zusammen mit 
einer f unkt ionellen Gruppe A an die Amino- 
propylether-Seitenkette , . . 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die funktionelle 
Gruppe A ausgewahlt wird aus Biotin, Digoxigenin, 
Tyrosin, FITC-substituiertem Tyrosin, substituierten 

5 Aminosauren, charakteristischen Aminosaur-e- und 

Peptidsequenzen, FITC, Proteinen und Peptidgruppen , 
Protein-A, Protein-G und Vitamin-D-Derivaten . 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei d ie funktionelle 
10 Gruppe A 2 5-Hydroxy-Vitamin-D oder la, 2 5-DihydroxY- 

Vitamin-D ist . 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die funktionelle 
Vitamin-D-Gruppe in 3p-Stellung liber eine Ether- 

15 brucke mit der Abstandsgruppe gekoppelt ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 2, wobei der Schritt c) er- 
f olgt mit B iotinyl-N- s-aminocaproyl- hydroxy -sue cin- 
imidester (LC-BHNS) oder einem aktivierten Bio- 

20 tinylierungsreagens . 

6. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Abstandsgruppe 
eine Aminocarbonsaure- , ein Aminoundecansaure- oder 
ein Aminopolyetherrest ist. 



25 



30 



Verfahren zur Herstellung der 3 -Aminopropyl-2 5- 
Hydroxy- Oder 3 -Aminopropyl-la, 25-dihydroxy-Vitamin- 
D-Zwischenverbindung, gekennzeichnet durch die 
Verf ahrenschritte a) und b) nach Anspruch 1 . 

Verfahren zur quantitativen Bestimmung von 25- 

Hydroxy- und la, 2-5 -Dihydroxy- Vitamin -D-Metabolit in 
einer Probe, dadurch gekennzeichnet, dass ein 
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Vitamin-D-Derivat mit einem Verfahren nach einem der 
Anspruche 1 bis 6 erhalten und als Bindungspartner 
eingesetzt wird. 



5 9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Verfahren ein 
kompetitiver Immunoassay ist, ausgewahlt aus RIA, 
EIA/ELISA, LiA und FiA. 

10. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Verfahren ein 
10 Sandwich- Immunoassay ist, ausgewahlt aus IRMA, 

lEMA/EUA, ILMA ( Immunolumineszenzassay) und IFMA 
( Immunof luoreszenzassay) . 

11. Reagenziensatz zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und 
15 la, 25-Dihydroxy-Vitamin-D-Metaboliten nach einem 

Verfahren gemaS irgendeinem Anspruch 8 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet , dass er eine standardisierte 
Menge Feststoff oder Losung eines Vitamin-D-Derivats 
enthalt, das gemaS einem der Anspruche 1 bis G 
20 hergestellt ist. 
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R eine 25-OH-Seitengruppe von Vitamin-D. oder -D3; 
Y Wasserstoff oder Hydroxy; und 

X eine subst ituierte oder unsubstituierte Kohlen- 
wasserstof f gruppe von 0,8 bis 4,2 nm Lange, die 
ubliche Heteroatome wie S, O, N oder P 
aufweisen kann. 



13. Vitamin-D-Derivat nach Anspruch 12, erhalten durch 
10 ein Verfahren gemaS Anspruch 1, wobei in Schritt c) 

zwei Vitamin-D-aminopropyl-Verbindungen durch Kon- 
densation mit einer Dicarbonsaure gekoppelt werden. 
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VERTRAG^fcER DDE INTERNATIONALE ZUS^fti EN ARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

per 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

HL-873,002/UMB 


WFITFRF<5 slehe Mitteilung uber die Ubermittlung des Internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie. soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 99/04418 


Internationales Anmeidedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

25/06/1999 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

25/06/1998 


Anmelder 

IMMUNDIAGNOSTIK GESELLSCHAFT FUR PRODUKTION UND VE 



Dieser Internationale Recherche nbericht wurde von der Internationaten RecherchenbehOrde erstellt und wird dem Anmelder gemSft 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

[XI Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche aut der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingeretcht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der BehOrde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden. das 

I I in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

I I zusammen mit der internationalen Anmeldung in compute riesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Beh6rde nachtrSglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

I I bei der BehCrde nachtragllch in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

rn Die Erkiarung, daB das nachtrHglich eingereichte schriftltche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehait der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

[ I Die Erkiarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2. Q Bestlmmte AnsprQche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q iWangelnde Einheltlichkelt der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

PC] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der BehOrde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Yl wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der BehGrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationaten 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbiidung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu verfifferitlichen: Abb, Nr 



I I wie vom Anmelder vorgeschlagen [?] 
I I weil der Anmelder selbst keine Abbiidung vorgeschlagen hat. 
[ I weil diese Abbiidung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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INTERNATIONALE 



CHERCHENBERICHT 



Rationales Aktenzeichen 



PCT/EP 99/04418 



A. KLASStFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C07C401/00 



Nach der Internatlonaien PatentkJassrfikation (IPK) Oder nach der natlonalan Klasslflkatlon und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchlerter Mlndestprufstotf (Klaastfikationssystem und Klassfflkatlonssymbole ) 

IPK 6 C07C 



RecherchiertQ aber nicht zum MIndestprufstoff geharende Verbffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



wahrend der internatlonalen Recherche konsuttierte elektronlsche Datenbank (Name der Oatenbank und evtl. venwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Verdffentllchung, soweit ertorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr, Anspnjch Nr. 



wo 97 24127 A (A AND D ASSAY 
RAHUL (US); HOLICK MICHAEL F 
10. Juli 1997 (1997-07-10) 
Beisplele 1-3,5,9 



INC ;RAY 
(US)) 



KOBAYASHI, N. ETAL.: "Specificity of 
Polyclonal Antibodies Raised against a 
Novel 24,25-Dihydroxyvitamin D3-Bovine 
Serum Albumin Conjugant Linked through 
C-ll-alpha or C-3 Position" 
J. STEROID BIOCHEM. MOLEC. BIOL., 
Bd. 62, Nr. 1, 1997, Seiten 79-87, 
XP0021 19849 

Seite 82, Spalte 1, Zeile 1-30 

-/-- 



1-18 



1,2,5, 

7-11,13, 

18 



the 



Weitere Ver6ffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamille 



Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen : 
"A" Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik deflnlert, 

aber nIcht als basonders bedeuteam anzusehen ist 
"E" aiteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem Internatlonalen 

Anmeldedatum veraffentllcht worden ist 
"L" Verdffentlichung, die geeignet Ist, elnen PrioritStsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das VGrdffentllchungsdatum elner 
anderen im Recherchenberlcht genanrrten Verdffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Gnjnd angegeben ist (wie 
ausgefOhrt) 

"O" Verdffentlichung, die sich auf eine mQndltche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Ausstellung oderandere MaBnahmen bezleht 

"P" Veroffentltehung, die vor dem internatlonalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priorltatsdatum verdffentlicht worden Ist 



'T" SpStere Veroffentlichung, die nach dem international en Anmeldedatum 
Oder dem Prloritatsdatum ver6ffenlllcht worden Ist und mrt der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnls des der 
"Erfindung zugrundelleaenden Prinzipo Oder der ihr zugmndeliegenden 
Theorie angegeben isf 

"X" Verdffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann allein aufgmnd dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer TStigkelt beruhend betrachtet werden 

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspmchte Erflndung 
kann nicht als auf erfinderischer T&tigkelt beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentlichung mit elner oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorle In Verblndung gebracht wlrd und 
diese Verblndung fQr elnen Fachmann nahellegend Ist 

"a" Veroffentlichung, die Mitglied dsrselben Patentfamille ist 



Datum des Abschlusses der Internatlonalen Recherche 



21. Oktober 1999 



Absendedatum des internatlonalen Recherche nberichts 



10/11/1999 



Name und Postanschrift der Internatlonalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5818 Patentlaan2 
ML - 2280 HV Rifswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmdchtlgter Bedlensteter 



Janus, S 
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INTERNATIONALE^gCHERCHENBERICHT 

w 


"^^^^lonales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/04418 


C.(Fortsetzung) ALS WESEMTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorle" 


Bezolohnung der Veretfentllchung, soweit erforderllch unter Angabe der in Betracht l<ommenden Teile f 


3etr. Anspruch Nr. 


X 
A 


HI6ASHI, T. ET AL.: "Enzyme-linked 

immunosorbent assay for plasma 

24 , 25-cli hydroxyvi tami n-D3" 

ANALYTICA CHIMICA ACTA, 

Bd. 365, Nr. 1-3, 1998, Seiten 151-158, 

XP002119850 

das ganze Dokument 

EP 0 312 360 A (TOYO JOZO KK) 
19. April 1989 (1989-04-19) 
in der Anmeldung erwahnt 


1.2,5, 
. 7-11,13, 
18 

1-18 
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INTERNATIONALER 

Angaben zu VerdffemtlichungGn, 



.ir. 



ERCHENBERICHT 

selben Patentfamili© gehdren 



ponales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/04418 



Im Recherchenbericht 
angefQhrtes Patentdokument 



Datum der 
Verdffentlichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamiiie 



Datum der 
VerOffentiichung 



wo 


9724127 


A 


10-07-1997 


AU 


1429397 


A 


28-07-1997 






CA 


2239617 


A 


10-07-1997 










EP 


0873126 


A 


28-10-1998 


EP 


0312360 


A 


19-04-1989 


JP 


2000274 


A 


05-01-1990 






DE 


3872153 


A 


23-07-1992 










US 


5075465 


A 


24-12-1991 










US 


5202266 


A . 


13-04-1990 
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